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RE´SUME´
Re´duire la taille des particules est une approche simple pouvant eˆtre utilise´e afin d’ame´-
liorer la biodisponibilite´, surtout pour les me´dicaments administre´s par inhalation et par voie
orale. Cependant, les techniques existantes de micro/nanonisation ne sont pas adapte´es a` la
phase de de´couverte, ou` la quantite´ d’actif disponible est restreinte. Nous proposons une nou-
velle approche, la fragmentation laser, pour micro/nanoniser les me´dicaments en faible quan-
tite´ disponible. Notre hypothe`se est que le proce´de´ laser peut produire des micro/nanocristaux
de deux me´dicaments mode`les, le dipropionate de be´clome´thasone (me´dicament pulmonaire)
et le naproxe`ne (me´dicament oral), avec des transformations physico-chimiques minimes.
La fragmentation laser consiste a` focaliser une radiation laser dans une suspension de me´-
dicament agite´e magne´tiquement. Un laser femtoseconde a e´te´ utilise´. La taille des particules
a e´te´ caracte´rise´e par la diffusion de lumie`re et par la microscopie e´lectronique a` balayage. La
de´gradation a e´te´ e´value´e par la chromatographie liquide a` haute performance. Les proprie´te´s
physico-chimiques des micro/nanocristaux lyophilise´s ont e´te´ e´value´es par la spectrome´trie
infrarouge, la diffraction de rayons X, l’analyse e´le´mentaire et la calorime´trie diffe´rentielle.
La cine´tique de dissolution in vitro des nanoparticules a aussi e´te´ e´tudie´e.
Des nanocristaux de naproxe`ne et des microcristaux de dipropionate de be´clome´thasone
(DPB) ont e´te´ produits par fragmentation laser avec succe`s. Des particules de tailles diffe´-
rentes variant de 500 nm a` quelques microns peuvent eˆtre produites en modifiant les para-
me`tres de fabrication. La nanonisation a e´te´ accompagne´e d’une de´gradation chimique 2 ∼ 3
fois plus e´leve´e que la micronisation. Apre`s le traitement laser, la composition chimique est
majoritairement conserve´e (65% ∼ 100%), et le changement est duˆ a` une oxydation possible
lors de l’interaction laser-matie`re dans l’eau. La phase cristalline a e´te´ conserve´e, mais une
forme amorphe peut apparaˆıtre (possiblement a` la surface des particules). La vitesse de dis-
solution in vitro du naproxe`ne nanonise´ par laser est ame´liore´e de 10 fois et plus.
La fragmentation par laser femtoseconde permet de microniser des me´dicaments en pe-
tite quantite´ avec une de´gradation et des transformations physico-chimiques limite´es. La
nanonisation par laser, bien que possible, induit plus de de´gradation et de transformations
physico-chimiques. La fragmentation laser est donc une technique adapte´e pour la micronisa-
tion (et dans certains cas la nanonisation) de me´dicament pendant la phase de de´couverte, et
est particulie`rement inte´ressante pour les me´dicaments pulmonaires peu solubles dans l’eau.
vABSTRACT
Reducing the particle size of drugs is a simple approach that may be used to improve their
bioavailability, especially for compounds delivered by inhalation and orally. However, current
micro/nanonization techniques are not well adapted to the drug discovery stage, where the
availability of the actives is scarce. We propose a novel approach, laser fragmentation, to
perform micro/nanonization of drugs using small quantities. Our hypothesis is that the laser
process can produce micro/nanocrystals of two drug models, beclomethasone dipropionate
(BDP) (pulmonary drug) and naproxen (oral drug), with minimal physico-chemical transfor-
mations.
Laser fragmentation consists in focusing a laser radiation into a magnetically agitated
drug suspension. In this study, a femtosecond laser was used. The drugs particle size was
characterized by dynamic light scattering and scanning electron microscopy. The degradation
was evaluated by high performance liquid chromatography. The physicochemical properties
of the lyophilized micro/nanocrystals were evaluated by Fourier transform infrared spec-
troscopy, x-ray diffraction, elemental analysis and differential scanning calorimetry. The in
vitro dissolution kinetics of nanoparticles was also studied.
Nanocrystals of naproxen and microcrystals of BDP were successfully produced by laser
fragmentation. Particles of different sizes (from 500 nm to several micrometers) could be
obtained by adjusting the process parameters. Nanonization was accompanied by 2 ∼ 3
times more chemical degradation than micronization. After the laser process, the chemical
composition was mainly conserved (65% ∼ 100%), and the change may be attributed to a
moderate oxidation occured during laser-drug interaction in water. Drug crystallinity was
maintained, but an amorphous form may appear (possibly on the particle surface). The
in vitro dissolution rate of laser-nanonized naproxen showed considerable improvements (at
least 10 times faster) compared to the untreated drug powder.
Laser fragmentation enables the micronization of small quantities of drugs with limited
degradation and polymorphic transformation. The nanonization presents more degradation
and physico-chemical transformations. The process therefore represents a suitable microniza-
tion (and in some cases nanonization) technique for the drug discovery phase, and is of
particular interest for poorly water-soluble pulmonary drugs.
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1INTRODUCTION
Ce me´moire pre´sente le re´sultat du travail effectue´ dans le cadre du programme de maˆıtrise
de recherche en ge´nie biome´dical a` l’E´cole Polytechnique de Montre´al pendant la pe´riode de
2009 a` 2011. Le projet de recherche a e´te´ conduit au sein du Laboratoire de Plasmonique et
des Proce´de´s par Laser (LP2L) de l’E´cole Polytechnique de Montre´al, en collaboration avec
la faculte´ de pharmacie de l’Universite´ de Montre´al. Le projet a e´te´ finance´ par la Chaire
de Recherche du Canada (en Micro/nano-inge´nierie des mate´raux par laser), le Conseil de
Recherches en Sciences Naturelles et en Ge´nie du Canada (CRSNG), les Instituts de Re-
cherche en Sante´ du Canada (IRSC) et les Fonds Que´be´cois de Recherche sur la Nature
et les Technologies du Que´bec (FQRNT). L’objectif de cette recherche est de de´velopper
une nouvelle technique de broyage par laser ayant des applications possibles en recherche et
de´veloppement (R&D) de l’industrie pharmaceutique.
Ce projet vise a` e´valuer la faisabilite´ et la performance de la technique de fragmentation
laser pour re´duire la taille des particules des me´dicaments peu solubles dans l’eau. Cette
technique a e´te´ applique´e depuis plus d’une de´cennie dans la production des nanoparticules
inorganiques. Posse´dant cette expertise, le laboratoire LP2L est spe´cialiste et pionnier dans
la fabrication des nanoparticules de me´taux et de semi-conducteurs. Paralle`lement, dans la
R&D pharmaceutique, une tendance lourde s’est installe´e au cours des deux dernie`res de´-
cennies : les nouveaux me´dicaments de´veloppe´s sont de moins en moins solubles dans l’eau.
Comme les me´dicaments doivent se dissoudre avant d’eˆtre absorbe´s par le corps humain,
cette faible solubilite´ des nouveaux me´dicaments entraˆıne souvent un proble`me de biodispo-
nibilite´ 1. Pour ame´liorer l’efficacite´ d’absorption (la biodisponibilite´) des me´dicaments peu
solubles dans l’eau, une solution simple et efficace consiste a` re´duire la taille des particules
du me´dicament, visant ainsi a` ame´liorer leur cine´tique de dissolution. Une pratique courante
est la micronisation, qui re´duit la taille des particules a` quelques microme`tres selon l’usage
du me´dicament (2), (3). Pour les me´dicaments pulmonaires, la taille ide´ale de particule se
situe entre 0,5 et 5 µm, ce qui maximise le de´poˆt et ainsi la dissolution des particules dans le
poumon (4). Pour certains autres me´dicaments (ex. par voie orale et parente´rale), les expe´-
riences ont de´montre´ que la cine´tique de dissolution se trouve ame´liore´e de fac¸on conside´rable
lorsque la taille des particules est re´duite a` l’e´chelle de quelques centaines de nanome`tres (<
1 µm) (nanonisation)(5).
1. Un terme relatif a` la fraction de me´dicament absorbe´e dans la circulation sanguine par rapport a` la
quantite´ totale administre´e (1)
2Quelques me´thodes de micro/nanonisation, telles que la pre´cipitation, le broyage me´ca-
nique et l’homoge´nisation, sont couramment utilise´es. Cependant, ces techniques existantes
sont surtout applique´es a` la production de me´dicament a` grande e´chelle (de quelques grammes
a` des kilogrammes), et aucune parmi elles n’est adapte´e pour la phase de de´couverte de me´di-
cament, ou` l’actif n’est disponible qu’a` l’e´chelle de quelques milligrammes. Avec les avance´es
en R&D pharmaceutique, une nouvelle technique de micro/nanonisation adapte´e a` la phase
de de´couverte devient de plus en plus ne´cessaire.
C’est dans ce contexte que les chercheurs de la faculte´ de pharmacie de l’Universite´ de
Montre´al, Prof. Jean-Christophe Leroux et Prof. Gre´goire Leclair 2 se sont inte´resse´s a` la fa-
brication de nanoparticules par laser, qui pourrait eˆtre applique´e dans la micro/nanonisation
des me´dicaments peu solubles pour la phase de de´couverte. Avec le directeur du laboratoire
LP2L, Prof. Michel Meunier de l’E´cole Polytechnique de Montre´al, un projet sans pre´ce´dent
visant a` appliquer la technique laser dans la fabrication de micro/nanoparticules de me´dica-
ment a e´te´ e´tabli.
Le pre´sent projet de recherche consiste a` e´tudier deux me´dicaments 3 (le naproxe`ne et le
dipropionate de be´clome´thasone) en utilisant cette technique laser. Ce me´moire pre´sentera
le contexte de la recherche, les me´thodes utilise´es ainsi que les re´sultats expe´rimentaux au
cours des prochains chapitres :
Le chapitre 1 donne au lecteur les connaissances ne´cessaires pour comprendre le projet
global. Les concepts de base en pharmacie, les enjeux de la R&D pharmaceutique, ainsi que
les solutions existantes sont d’abord explique´s, suivis par une description des avance´es de la
technique laser. Les deux me´dicaments de mon projet de maˆıtrise ainsi que les me´thodes de
caracte´risation courantes sont ensuite pre´sente´s. Le chapitre se termine par la description des
hypothe`ses et des objectifs de recherche.
Le chapitre 2 de´crit la me´thodologie employe´e lors des expe´riences. Le mate´riel et les
parame`tres utilise´s y sont e´galement pre´cise´s.
2. Prof. Leroux e´tait professeur titulaire de l’Universite´ de Montre´al et est maintenant professeur a` ETH
Zu¨rich depuis septembre 2008. Prof. Leclair est professeur adjoint a` l’Universite´ de Montre´al depuis 2008 et
a participe´ a` cette collaboration interuniversitaire depuis l’e´te´ 2009.
3. Trois autres me´dicaments ont e´te´ e´tudie´ par mes colle`gues, Jean-Philippe Sylvestre et Sukhy Kenth.
Emmanuelle Bouvier, Laurent Dore´-Mathieu et Kathrin Fuhrmann ont e´galement participe´ au projet en tant
que stagiaires.
3Les chapitres 3 et 4 pre´sentent les re´sultats obtenus apre`s les e´tudes sur les deux me´-
dicaments, le naproxe`ne et le DPB respectivement. Comme les me´thodes de caracte´risation
sont les meˆmes pour les deux me´dicaments, les donne´es obtenues pre´sentent souvent des si-
milarite´s. Ainsi, certaines descriptions ou commentaires des figures ou des tableaux dans le
chapitre 4 sont abre´ge´s pour ne pas alourdir le texte, si des figures ou tableaux similaires ont
e´te´ pre´alablement discute´s dans le chapitre 3.
Enfin, le chapitre 5 pre´sente les avantages et les inconve´nients de cette nouvelle technique
propose´e, et permet de tirer des conlusions sur la fragmentation par laser des me´dicaments.
4CHAPITRE 1
REVUE DE LITTE´RATURE
L’objectif de ce chapitre est de pre´senter les notions pharmaceutiques de base et de cla-
rifier le contexte dans lequel les travaux ont e´te´ effectue´s. La premie`re section est de´die´e a`
une description globale de l’administration de me´dicaments. La deuxie`me section de´crit les
proble´matiques de l’industrie pharmaceutique, en particulier au niveau du de´veloppement de
nouveaux me´dicaments. Dans la troisie`me section, des techniques courantes de re´duction de
taille sont pre´sente´es, suivies dans la quatrie`me section par une pre´sentation de l’utilisation
de la technique laser dans diffe´rents domaines de micro/nanonisation. La cinquie`me section
donne un aperc¸u des profils des me´dicaments mode`les choisis : le naproxe`ne et le DPB.
La sixie`me section e´nume`re des me´thodes de caracte´risation courantes de me´dicament sous
forme solide. Enfin, le chapitre se termine par la formulation de l’hypothe`se et des objectifs
de recherche du projet. fe
1.1 Administration des me´dicaments et concepts pharmaceutiques de base
Un me´dicament est ge´ne´ralement compose´ de plusieurs ingre´dients. Parmi ceux-ci, le
principe actif est la substance chimique ayant les proprie´te´s the´rapeutiques recherche´es. Les
ingre´dients auxiliaires, qu’on appelle excipients , ont quant a` eux des roˆles varie´s, par exemple :
prote´ger le principe actif dans le liquide gastrique acide, servir comme matrice de soutien qui
libe`re progressivement le principe actif, ou encore de´clencher une activite´ de de´fense immu-
nitaire du corps pour mieux re´agir avec le principe actif. La fac¸on de pre´parer le me´dicament
en me´langeant le principe actif et les diffe´rents excipients – la « recette » – est appele´e la
formulation.
Un me´dicament est un « syste`me de livraison » qui permet d’administrer le principe
actif dans le corps de manie`re se´curitaire, efficace, reproductible et commode. L’objectif de
l’administration du me´dicament est d’atteindre la re´ponse the´rapeutique souhaite´e par le biais
d’une formulation, qui peut eˆtre fabrique´e a` grande e´chelle avec une qualite´ reproductible.
Afin de parvenir a` cet objectif, trois cate´gories de facteurs sont a` prendre en compte (1) :
– Les conside´rations biopharmaceutiques, telles que les facteurs qui influencent l’absorp-
tion du principe actif selon diffe´rentes voies d’administration (cf. section 1.1.1, p. 5) ;
– Les facteurs concernant le me´dicament, tels que les proprie´te´s physiques et chimiques
5des substances (cf. section 1.1.2, p. 7) ;
– Les conside´rations cliniques, telles que l’usage du me´dicament dans le traitement cli-
nique et le profil physiologique du patient.
Dans le pre´sent projet de recherche, les facteurs des deux premie`res cate´gories sont au
cœur de nos pre´occupations, et seront plus approfondis dans les prochaines sections. La
troisie`me cate´gorie concerne la pratique clinique et ne sera pas traite´e plus en de´tail dans le
cadre de cette recherche.
1.1.1 Les voies d’administration d’un me´dicament
La manie`re dont les me´dicaments sont livre´s et absorbe´s diffe`re d’un me´dicament a` un
autre, et varie conside´rablement selon la voie d’administration. Un me´dicament peut eˆtre livre´
de fac¸on syste´mique ou locale. Dans le premier cas, le principe actif (ou ses me´tabolites 1)
est transporte´ dans le corps entier par la circulation sanguine. Un avantage de la livraison
syste´mique est que le principe actif peut interagir avec pratiquement tous les organes du
corps, surtout les moins accessibles tels que le cœur et le cerveau, mais l’inconve´nient est
que des effets secondaires peuvent survenir lors des interactions non-souhaite´es avec d’autres
tissus ou organes qui ne sont pas cible´s. En revanche, la livraison locale, qui concerne surtout
les parties du corps accessibles telles que la peau et les yeux, permet de livrer des me´dicaments
en faible quantite´ mais avec un meilleur ciblage. La livraison syste´mique ou locale peut eˆtre
re´alise´e principalement par cinq voies courantes d’administration.
1.1.1.1 Voie orale
La voie orale est la voie d’administration de me´dicaments la plus fre´quemment utilise´e.
Les me´dicaments se pre´sentent ge´ne´ralement sous diverses formes solides ou liquides : compri-
me´s, capsules, suspensions, solutions et e´mulsions 2. Les me´dicaments administre´s par cette
voie ont souvent des effets the´rapeutiques syste´miques, et sont absorbe´s majoritairement par
l’e´pithe´lium et le mucus du syste`me gastro-intestinal. Comparativement aux autres voies, la
voie orale est la voie d’administration la plus simple, la plus se´curitaire et la plus commode,
mais pre´sente elle aussi des inconve´nients. Par exemple, la prise d’effet du principe actif rela-
tivement lente, la possibilite´ d’absorption irre´gulie`re, la destruction du principe actif par des
1. Apre`s administration, le me´dicament subit des transformations me´taboliques au niveau du foie ou
des reins, telles que la de´gradation ou la conjugaison chimique. Dans certains cas, ce sont les substances
produites lors du processus de me´tabolisation par le foie ou les reins, appele´es me´tabolites, qui ont des effets
the´rapeutiques recherche´s.
2. E´mulsion : cf. section 1.2.2.6, p. 18
6enzymes et des se´cre´tions gastriques et l’effet du premier passage 3.
La solubilisation (cf. section 1.1.2.1, p. 8) du me´dicament dans les fluides gastro-intestinaux
aqueux au site d’absorption est pre´-requise pour l’absorption du principe actif. Plusieurs fac-
teurs peuvent affecter l’absorption d’un me´dicament solubilise´ ou le faire pre´cipiter :
– Le principe actif peut re´agir avec d’autres matie`res pre´sentes dans le syste`me digestif 4 ;
– Le temps de vidange gastrique 5 peut influencer l’efficacite´ d’absorption par l’intestin,
ou` la surface d’absorption est extreˆmement grande (∼ 200 m2 chez un adulte) ;
– Le pH environnemental variant de 1 (a` l’estomac) a` 8 (au grand intestin) peut in-
fluencer la solubilisation. Ainsi, pour chaque me´dicament, il existe une « feneˆtre d’ab-
sorption» optimale. En dehors de cette feneˆtre, l’absorption est inefficace. Toutefois, la
membrane biologique est plus perme´able aux formes non-ionise´es — un e´quilibre entre
la solubilite´ et la perme´abilite´ est donc ne´cessaire pour une meilleure absorption (cf.
section 1.1.2.3, p. 9).
1.1.1.2 Voie parente´rale
Cette voie consiste a` injecter le me´dicament via une aiguille au travers d’une barrie`re
anatomique. Elle comprend principalement trois types d’administration : intraveineuse, in-
tramusculaire et sous-cutane´e. La voie parente´rale est utilise´e ge´ne´ralement quand le patient
n’est pas capable de prendre des me´dicaments par voie orale, ou en cas d’urgence pour une
absorption rapide. Le me´dicament se pre´sente ge´ne´ralement sous forme de solution (dans le
cas intraveineux), pour entrer dans la circulation sanguine, ou de suspension (dans le cas
intramusculaire), pour cre´er un « re´servoir » 6, permettant une libe´ration graduelle.
1.1.1.3 Voie respiratoire
Le poumon pre´sente une excellente surface pour l’absorption de me´dicaments sous forme
gazeuse, d’ae´rosol ou de particules solides ultrafines. La taille des particules est importante
pour l’absorption pulmonaire (cf. section 1.2.2.11, p. 22). Cette voie d’administration est
particulie`rement utile pour le traitement local des maladies pulmonaires telles que l’asthme,
les infections chroniques pulmonaires ou le cancer du poumon. Les avantages de cette voie
d’administration sont la re´duction des effets secondaires syste´miques et la possibilite´ de de´-
3. Le me´dicament absorbe´ dans le tube digestif passe par le foie ou` il est me´tabolise´ avant d’atteindre la
circulation ge´ne´rale.
4. Par exemple, la formation des complexes insolubles avec le calcium dans la nourriture.
5. Durant la digestion, l’estomac vide son contenu pe´riodiquement dans le petit intestin. Plus le temps de
vidange est long, plus le me´dicament risque des inactivations et moins l’absorption sera efficace.
6. Une suspension du me´dicament se disperse dans la circulation plus lentement qu’une solution.
7poser une dose e´leve´e de me´dicament au site d’action (6).
Re´cemment, cette voie d’administration attire de plus en plus l’inte´reˆt pour la livraison
syste´mique et pour servir de porte d’entre´e a` des peptides ou a` des prote´ines. En effet, la
grande surface d’absorption (∼ 100 m2), la finesse de la membrane (∼ 1-2 µm) et le flux
sanguin e´leve´ (5 L/min) rendent le poumon inte´ressant pour distribuer les mole´cules dans le
corps entier. De plus, la faible activite´ me´tabolique du poumon est moins destructive pour le
principe actif que lors de l’administration orale (cf. note 1, p. 5). Ainsi, la voie pulmonaire
devient une voie populaire qui rend de nombreuses nouvelles the´rapies de valeur possibles
(7).
1.1.1.4 Voie rectale
Les me´dicaments administre´s par la voie rectale le sont surtout sous forme de solution,
de suppositoire et d’e´mulsion pour des effets locaux et parfois syste´miques. Cette voie d’ad-
ministration est utilise´e pour les me´dicaments sensibles au fluide gastrique, au me´tabolisme
par le foie et les reins, ou quand le patient n’est pas capable de prendre des me´dicaments
par voie orale. Comme l’administration par voie rectale est peu appre´cie´e par le patient,
elle est moins de´veloppe´e par rapport les autres voies d’administration, sauf pour certains
me´dicaments destine´s aux enfants.
1.1.1.5 Voie cutane´e
Cette voie concerne principalement les onguents, les cre`mes et les paˆtes ayant des fonctions
antiseptiques, antifongiques ou anti-inflammatoires, pouvant eˆtre applique´s sur la peau, ou
dans les yeux, le nez ou les oreilles. Les formulations cutane´es doivent pre´senter un caracte`re
a` la fois hydrophile 7 et hydrophobe 8 en raison de l’anatomie dermale. Ainsi, la forme la plus
courante est l’e´mulsion (cf. section 1.2.2.6, p. 18).
1.1.2 Les proprie´te´s physico-chimiques du me´dicament
Les proprie´te´s physico-chimiques du me´dicament influencent conside´rablement sa repro-
ductibilite´, sa se´curite´ et sa biodisponibilite´, et sont les conside´rations les plus importantes
pour la formulation 9. C’est seulement quand les proprie´te´s physico-chimiques du me´dicament
7. Hydrophile : polaire, ayant la tendance a` dissoudre dans l’eau par formation de liaisons hydroge`nes.
8. Hydrophobe : non-polaire, n’est pas ou que tre`s faiblement soluble dans l’eau.
9. Durant la formulation, les excipients seront se´lectionne´s en fonction des proprie´te´s physico-chimiques
du principe actif. Selon l’utilisation de celui-ci, certaines modifications chimiques peuvent e´galement y eˆtre
apporte´es.
8sont conserve´es que les effets the´rapeutiques sont pre´dictibles apre`s administration. Parmi
toutes les proprie´te´s, les plus importantes seront maintenant de´crites.
1.1.2.1 Solubilite´ et dissolution
Un me´dicament doit eˆtre dissous dans le fluide du site d’absorption avant d’eˆtre absorbe´(8).
Ainsi, tous les me´dicaments doivent de´montrer une moindre solubilite´ aqueuse pour l’effica-
cite´ the´rapeutique. La dissolution est souvent l’e´tape de´terminante dans l’absorption des
me´dicaments relativement peu solubles dans l’eau.
La dissolution d’un solide disperse´ dans un liquide comprend deux e´tapes (9) :
– La premie`re est la solvation : au niveau de l’interface entre les phases solide et liquide, a`
cause des re´actions interfaciales, les mole´cules du solide se libe`rent de sa « matrice » et
se dissolvent dans la phase liquide ;
– La seconde est la dispersion : ces mole´cules dissoutes, qui forment une « couche » au-
tour de la particule solide, sont transporte´es dans le milieu liquide par diffusion ou
convection.
L’e´quation de Noyes-Whitney (10) de´crit de fac¸on simplifie´e la dissolution d’un me´dica-
ment :
dm
dt
= kA(Cs − Ct) (1.1)
ou` dm
dt
est la vitesse de dissolution, k est une constante, A la surface spe´cifique 10 du solide
dissous, Cs la concentration du solute´ requise pour saturer le me´dium et Ct la concentration
du solute´ dans le me´dium a` temps t. Cette e´quation montre que la vitesse de dissolution
augmente quand la surface spe´cifique s’accroˆıt (donc quand la taille de la particule diminue).
1.1.2.2 Taille des particules
La formule (1.1) montre que la re´duction de la taille des particules peut ame´liorer la
cine´tique de dissolution. Ceci peut s’expliquer principalement par deux raisons :
– Une augmentation de la surface spe´cifique de la poudre, ce qui favorise plus de re´actions
interfaciales lors de la phase de solvation ;
– Une diminution de l’e´paisseur de la couche de diffusion autour de la particule, facilitant
la dispersion des mole´cules dissoutes dans le me´dium.
Ainsi, la micronisation des me´dicaments est devenue une pratique courante pour augmen-
ter leur vitesse de dissolution (2). Depuis une de´cennie, la nanonisation des me´dicaments a
10. Surface spe´cifique : surface par unite´ de poids.
9e´te´ de´veloppe´e apre`s des e´tudes empiriques qui ont montre´ qu’une taille re´duite au niveau
microme´trique n’entraˆıne pas ne´cessairement une dissolution plus rapide (9). Cela consiste
a` obtenir une taille finale sous-microme´trique qui permet d’augmenter davantage la vitesse
de dissolution des me´dicaments ayant une solubilite´ faible (11). La micro/nanonisation sera
explique´e ulte´rieurement (cf. section 1.2.2.9, p. 20).
1.1.2.3 Perme´abilite´, coefficient de partage et pKa
La perme´abilite´ de´crit la capacite´ (la vitesse) d’une substance me´dicamenteuse a` traverser
la membrane physiologique (la peau, la membrane gastro-intestinale, la corne´e,. . . ) pour
atteindre la circulation sanguine du site d’action. La valeur de la perme´abilite´ est souvent
de´termine´e par des expe´riences in vitro ou ex vivo sur les cellules e´pithe´liales d’intestin en
culture, selon l’e´quation (de´rive´e de la loi de Fick) (12) :
Papp =
Vr
ACd0
× ∆Cr
∆t
(1.2)
ou` Papp est le coefficient de perme´abilite´ apparente
11, Vr le volume du compartiment don-
neur, A la surface membrane, Cd0 la concentration de de´part du compartiment donneur
12 et
∆Cr
∆t
le changement en concentration du compartiment receveur dans le temps.
Ge´ne´ralement, les membranes sont plus perme´ables aux substances ayant une meilleure
affinite´ avec l’huile ou solvant organique (apple´ lipophile). Ainsi, on utilise le coefficient de
partage entre deux phases organique (souvent octanol) et aqueuse (eau) pour mesurer la li-
pophilicite´ de la mole´cule (sous forme non-ionise´), ce qui permet de pre´dire sa performance
a` traverser une membrane physiologique. Plus le coefficient de partage est e´leve´, plus la sub-
stance est lipophile et vraisemblablement affine aux membranes.
Le pH du milieu et le pKa du me´dicament sont des facteurs importants pour de´terminer
la proportion entre des mole´cules sous formes non-ionise´e et ionise´e. Le Ka est la constante
de dissociation d’une substance dans une solution aqueuse 13. Le pKa
14 permet d’estimer le
comportement de dissociation d’un me´dicament dans un milieu au pH donne´. Cependant, ces
facteurs ne de´crivent pas comple`tement le processus d’absorption, car certaines substances,
11. La perme´abilite´ apparente Papp correspond a` l’apparition de la substance apre`s la traverse´e de la
barrie`re biologique (sans tenir compte de chaque couche intrinse`que de la barrie`re). La perme´abilite´ effective
correspond a` la disparition de la substance avant la barrie`re biologique, qui est ge´ne´ralement plus grande que
Papp a` cause de la re´tention de la substance par les couches intrinse`ques (13).
12. Cette concentration est limite´e par la solubilite´ de la substance. (Cd0 6 Concentration de saturation.)
13. Ka = [A-] [H+]/ [HA] (si la substance AH a pour re´action HA  A- + H+ dans le milieu aqueux).
14. pKa = - log10Ka. Si pKa < pH, la substance existe majoritairement sous forme ionique ([A-] > [HA]).
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avec un coefficient de partage faible ou qui sont extreˆmement ionise´es, ont de´montre´ une
biodisponibilite´ e´leve´e.
1.1.2.4 Proprie´te´s cristallines : polymorphisme
Tous les me´dicaments sont manipule´s sous forme solide a` un moment donne´ dans le proces-
sus de de´veloppement et de production. Cette forme solide peut eˆtre cristalline, amorphe 15,
anhydre 16, hydrate 17, solvate 18 et varier en durete´, de morphologie et en taille. De plus, pour
beaucoup de substances me´dicamenteuses, les diffe´rentes formes peuvent co-exister dans la
structure cristalline : c’est ce qu’on appelle polymorphisme.
A` une tempe´rature, une pression et un milieu donne´, seulement une forme d’une sub-
stance me´dicamenteuse pure est stable, et les autres formes non stables (appele´es me´tastables)
peuvent se convertir en cette forme cristalline stable (1). Cette conversion peut provoquer
des changements des proprie´te´s physiques telles que la dissolution et la stabilite´ a` long terme.
Il est connu que la forme amorphe est ge´ne´ralement mieux absorbe´e que la forme cristalline,
et peut se dissoudre dans l’eau plus facilement. Par exemple, certains produits d’insuline
insolubles sont pre´pare´s sous forme amorphe pour une action imme´diate, sous forme cris-
talline pour une action lente a` longue dure´e, ou en me´langeant les deux formes pour une
vitesse d’action interme´diaire. Toutefois, la stabilite´ de la forme amorphe doit eˆtre assure´e
pour e´viter la recristallisation pendant le stockage du me´dicament avant son expiration.
1.1.2.5 Stabilite´
Pendant la formulation, certains excipients spe´cifiques sont rajoute´s pour livrer le principe
actif (cf. section 1.1, p. 4), et aussi pour assurer que l’inte´grite´ chimique du principe actif soit
conserve´e a` l’inte´rieur de la dure´e d’utilisation. Les substances me´dicamenteuses peuvent se
de´grader sous les effets de la chaleur, de l’oxyge`ne, de la lumie`re et de l’humidite´. Les me´ca-
nismes de de´gradation, surtout pour les solides, sont souvent complexes et difficiles a` pre´voir.
Toutefois, une compre´hension comple`te de tous les me´canismes n’est pas toujours requise
pour la formulation, car des me´thodes d’ame´lioration de la stabilite´ peuvent eˆtre applique´es
a` posteriori. Par exemple, les anti-oxydants peuvent eˆtre rajoute´s dans la formulation pour le
principe actif sensible a` l’oxyge`ne et pour les me´dicaments sensibles a` la lumie`re, du mate´riel
15. Sans arrangements re´guliers de re´ticules mole´culaires.
16. Sans formation de liaison avec des mole´cules d’eau.
17. Contenant dans la structure des liaisons avec des mole´cules d’eau a` diffe´rents degre´s. Cette forme ne
modifie pas la composition chimique du me´dicament.
18. Contenant des mole´cules de solvant dans la structure.
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d’emballage adapte´ peut re´soudre le proble`me. Cependant, il est important de connaˆıtre la
nature des me´canismes, par exemple, de savoir que la de´gradation provient d’une oxydation.
1.1.3 Syste`me de classification biopharmaceutique
Selon la solubilite´ et la perme´abilite´ d’un me´dicament, son comportement in vivo peut
eˆtre identifie´ selon « Biopharmaceutical Classification System », un syste`me de classification
propose´ par Amidon et al. (14) afin de pre´voir les proble`mes de la biodisponibilite´ pour les
diffe´rentes phases de de´veloppement du me´dicament. Cette classification permet d’e´viter des
tests in vivo non ne´cessaires pour les me´dicaments oraux.
Figure 1.1 Syste`me de classification biopharmaceutique (BCS) (Traduit de : Pharmainfo.net)
Un me´dicament est conside´re´ soluble quand la dose the´rapeutique la plus e´leve´ peut eˆtre
dissoute dans 250 mL (un verre) d’eau dans l’intervalle de pH 1-8 ; il est perme´able quand
90% de la dose administre´e peut eˆtre absorbe´ dans le corps humain 19. Lindenberg et al.
(15) ont investigue´ la classification des 130 me´dicaments essentiels liste´s par l’Organisation
Mondiale de la Sante´ et ont conclu que, parmi les 61 me´dicaments identifie´s, 34% appar-
tiennent a` la classe I, 17% a` la classe II, 39% a` la classe III et 10% a` la classe IV. Les
me´dicaments de classe II et IV sont donc moins pre´sents (27% du total), limite´s par leur
faible solubilite´ 20.
19. La perme´abilite´ peut eˆtre mesure´ par des appareils qui simulent l’environnement in vitro ou par la
culture cellulaire ex vivo.
20. Il faut noter que les substances liste´es de l’OMS sont potentiellement des mole´cules anciennes et que
ces chiffres ne correspondent probablement plus a` la re´alite´ actuelle. Graˆce aux avancements technologiques,
de plus en plus de me´dicaments peu solubles ont e´te´ de´veloppe´s. Les chiffres pre´sente´s ci-dessus sont surtout
pour illustrer l’importance de re´soudre le proble´matique de la faible solubilite´ des substances.
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1.2 Proble´matiques de la biodisponibilite´ dans le de´veloppement pharmaceu-
tique
Le de´veloppement de me´dicaments est un processus long et couˆteux. Les statistiques ont
de´montre´ qu’en moyenne, apre`s 12 a` 15 ans de de´veloppement et d’essais cliniques en plus d’un
investissement d’environ 500 millions de dollars par substance, seul 1 me´dicament candidat
parmi 5000 potentiels re´ussit a` eˆtre approuve´ et peut eˆtre prescrit par un me´decin (16). La
plupart des e´checs sont dus au proble`me de biodisponibilite´ des candidats potentiels. Afin de
comprendre les proble´matiques de l’industrie pharmaceutique, le processus de de´veloppement
du me´dicament sera de´crit dans les pages suivantes, suivi par une pre´sentation des techniques
visant a` ame´liorer la biodisponibilite´ des substances me´dicamenteuses.
1.2.1 Aperc¸u du de´veloppement des me´dicaments
La R&D d’un me´dicament est ge´ne´ralement comple´te´e en deux parties (cf. figure 1.2, p.
13). La premie`re partie de la R&D, la phase pre´liminaire, correspond a` la phase de de´couverte.
Pendant cette phase, on essaie d’abord de comprendre le me´canisme de la maladie, de cibler
les sites/composantes du corps responsables de la maladie, et de valider 21 la cible. Ensuite,
on produit en tre`s petite quantite´ (quelques milligrammes) des substances qui interagissent
avec la cible et on effectue les essais de criblage « High-Throughput Screening » via divers
tests in vitro et in vivo 22. Ces essais permettent d’obtenir une bibliothe`que de substances
appele´es « hits ». La prochaine e´tape consiste a` e´tablir une relation de dose-re´ponse et a`
identifier les candidats prometteurs dans la bibliothe`que des « hits ». Le candidat devient
alors le « lead ». Ce processus de criblage est re´alise´ principalement par des analyses infor-
matiques ou automatise´es, et la quantite´ disponible de « hits » est ge´ne´ralement de quelques
milligrammes, voire en-dessous d’un milligramme (17). Par la suite, on optimise les pro-
prie´te´s physico-chimiques du « lead » afin de ge´ne´rer une formulation non-toxique pouvant
eˆtre absorbe´e, distribue´e, me´tabolise´e et e´limine´e (ADME 23), en pre´sentant une pharmaco-
cine´tique 24 ade´quate. Un « lead» optimise´ devient finalement une nouvelle entite´ chimique
(« New Chemical Entity (NCE) »).
21. Prouver que la modulation/modification de la cible a des effets re´els sur la maladie.
22. Les tests in vitro sont souvent effectue´s sur les cellules en culture, et re´ve`lent plusieurs crite`res de base
tels que la fiabilite´, la faisabilite´, la toxicite´ et le couˆt. Les substances ayant re´ussi les tests in vitro seront
applique´es sur les animaux mode`les ayant des organes/tissus ressemblant a` ceux d’humains malades.
23. ADME de´crit le processus complet qu’un me´dicament subit a` l’inte´rieur du corps selon la voie d’admi-
nistration.
24. Le terme pharmacocine´tique de´crit la cine´tique d’absorption, de distribution, de me´tabolisme et d’e´li-
mination (ADME), et surtout les deux premie`res e´tapes.
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Figure 1.2 Les phases de R&D d’un me´dicament (18), (16).
La deuxie`me partie de la R&D correspond a` la phase de de´veloppement, qui se subdi-
vise en 6 e´tapes. La phase pre´clinique consiste a` tester les NCE in vitro et in vivo sur des
mode`les animaux pour e´tudier la toxicite´ et les effets pharmacocine´tiques (tels que la dose
the´rapeutique, la dure´e d’action avant l’e´limination et les effets secondaires). Pendant cette
phase, le me´dicament candidat pre´clinique est ge´ne´ralement disponible en quelques grammes.
Une fois les donne´es pre´cliniques collecte´es, la NCE sera produite en quelques kilogrammes
et sera teste´e sur des individus volontaires en sante´ et malades pendant les phases cliniques
I, II et III. Neuf sur dix NCE e´chouent : le taux d’e´chec est de 40% a` la phase I, de 62% a`
la phase II et de 40% a` la phase III. Quand une NCE est enfin juge´e se´curitaire et efficace,
une demande de « nouveau me´dicament» est de´pose´e a` l’agence fe´de´rale ame´ricaine Food
& Drug Administration (FDA), qui en refuse encore 23% apre`s de multiples ve´rifications 25
25. Ces ve´rifications se basent surtout sur des crite`res me´thodologiques et e´thiques, telles que le choix du
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(17). Une fois approuve´, le nouveau me´dicament peut eˆtre commercialise´ et prescrit par les
me´decins, mais sera surveille´ a` long-terme. De`s que des donne´es suffisantes de´montrent que
les effets ne´fastes de´passent le be´ne´fice the´rapeutique du me´dicament, ce dernier est retire´ du
marche´.
Parmi les candidats ayant e´choue´, 40% des e´checs sont dus a` une faible pharmacocine´tique
ou une faible biodisponibilite´ 26 (19). Ainsi, beaucoup d’efforts ont e´te´ place´s sur les me´thodes
ame´liorant la biodisponibilite´ dans le de´veloppement pharmaceutique. Ces dernie`res seront
pre´sente´es par la suite.
1.2.2 La biodisponibilite´ peut eˆtre ame´liore´e a` l’aide des me´thodes physiques
ou chimiques
Le proble`me de la faible biodisponiblite´ et de l’inefficacite´ clinique est surtout lie´ a` la
faible solubilite´ du me´dicament (20). Particulie`rement, lors de la phase de de´couverte, la
solubilite´ est un parame`tre pre´occupant qui de´termine la survie des « leads » pour la suite
du de´veloppement. Lipinski (21) et ses colle`gues ont conclu, lors du processus d’optimisation
de « leads », que 39,8% des substances enregistre´es 27 sont peu solubles.
Le proble`me de solubilite´ ne peut pas eˆtre re´solu simplement en administrant plus de
me´dicaments, et la de´finition de « peu soluble » varie au cas par cas. En effet, pour chaque
me´dicament, il existe une solubilite´ minimale ne´cessaire pour qu’il soit efficace, et ce seuil de
solubilite´ est de´termine´ par la dose 28 et la perme´abilite´ de la substance. Les e´tudes de Lipinski
et al. (8) montrent que pour une dose moyenne (1 mg/kg) et une perme´abilite´ moyenne, la
solubilite´ minimale est 52 µg/mL 29. Le meˆme auteur estime qu’environ un tiers des nouvelles
substances synthe´tise´es en laboratoire aura une solubilite´ infe´rieure a` 10 µg/mL, qu’un autre
tiers aura une solubilite´ de 10-100 µg/mL, et que le dernier tiers aura une solubilite´ supe´rieure
a` 100 µg/mL (22).
Ainsi, la solubilite´ de la substance est un facteur cle´ dans l’ame´lioration de la biodisponi-
standard et de l’e´chantillonnage pour des e´tudes cliniques et le respect des principes e´thiques et pratiques de
toutes les phases cliniques.
26. La deuxie`me cause est l’inefficacite´ clinique (30%).
27. Les substances enrgistre´es sont celles pre´pare´es et se´lectionne´es par les chimistes pendant les e´tapes
ante´rieures (cf. figure 1.2, p. 13, e´tapes 1-4 de la phase de de´couverte).
28. La quantite´ de me´dicament ne´cessaire pour atteindre le seuil the´rapeutique selon le poids du patient.
29. Cas extreˆmes : pour une dose faible (0,1 mg/kg) et une perme´abilite´ e´leve´e, la solubilite´ minimale est
1 µg/mL ; pour une dose e´leve´ (10 mg/kg) et une perme´abilite´ faible, la solubilite´ minimale est 2100 µg/mL.
Ainsi, il est difficile de de´finir une valeur absolue pour cate´goriser une substance peu soluble.
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bilite´ et dans le succe`s du de´veloppement d’un me´dicament.
Face a` ces enjeux, les me´thodes d’ame´lioration de la solubilite´ ont e´te´ de´veloppe´es au fil
des anne´es par des scientifiques. Ces me´thodes peuvent faciliter le de´veloppement des NCE
et le processus de se´lection des « leads ». Il faut pre´ciser que ces strate´gies sont rarement
utilise´es individuellement. C’est seulement en combinant les avantages de toutes ces strate´gies
que l’on peut avoir une efficacite´ ame´liore´e.
1.2.2.1 Strate´gie 1 : Formation de sel
La formation de sel est une strate´gie courante en vue d’ame´liorer l’absorption. Ge´ne´ra-
lement le sel d’une substance acide ou basique faible est beaucoup plus soluble que l’acide
ou la base meˆme. Ainsi, la substance administre´e sous forme de sel peut se dissoudre plus
rapidement que sous forme de non-sel. Cependant, comme les fluides biologiques sont souvent
tamponne´s, la substance sous forme dissoute ne peut exister seulement pendant une courte
pe´riode, et deviendra de nouveau l’acide ou la base, qui se pre´cipiteront finalement. Par
conse´quent, cette approche ne fonctionne que pour certains acides ou bases faibles. De plus,
beaucoup de me´dicaments potentiels sont tellement peu solubles que meˆme leur formes salines
n’ont pas la solubilite´ minimale exige´e. Enfin, comme le sel est souvent forme´ dans un sol-
vant organique (et non dans l’eau), certains proble`mes de solubilite´, de conversion inverse´e 30
et de stabilite´ peuvent survenir e´galement apre`s administration du me´dicament (22). Cette
strate´gie est donc souvent utilise´e en combinaison avec d’autres strate´gies d’ame´lioration de
la solubilite´.
1.2.2.2 Strate´gie 2 : Cosolvants
Certains me´dicaments peu solubles dans l’eau ont une solubilite´ plus e´leve´e dans un
cosolvant compose´ d’eau et d’autres solvants organiques, comme par exemple l’e´thanol, le
propyle`ne glycol, etc. Cependant, la me´thode pre´sent un risque de pre´cipitation apre`s l’ad-
ministration du me´dicament. De plus, le nombre de solvants non-toxiques est limite´, et les
excipients rajoute´s en vue de diminuer la toxicite´ des solvants en exce`s peuvent provoquer
des proble`mes d’incompatibilite´ (23).
30. Le sel se reconvertit et se pre´cipite en acide ou base d’origine.
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1.2.2.3 Strate´gie 3 : Complexation avec les cyclodextrines
Cette technique consiste a` former une conjugaison des mole´cules me´dicamenteuses avec
d’autres mole´cules complexes telle que les cyclodextrines qui sont des oligosaccharides 31 cy-
cliques de´rive´s de l’amidon(24). Les cyclodextrines ont une forme de coˆne tronque´e, dans
lesquelles s’inse`re une mole´cule de me´dicament. La plupart des cyclodextrines ont une paroi
exte´rieure hydrophile et une paroi inte´rieure hydrophobe, ce qui permet aux mole´cules hy-
drophobes inse´re´es d’e´tablir des liaisons non-covalentes et former un complexe stable. Apre`s
administration du complexe, la paroi exte´rieure de la cyclodextrine se disperse rapidement
dans le milieu aqueux a` l’exte´rieur de la membrane d’absorption. La mole´cule hydrophobe de
me´dicament quitte son transporteur par diffusion et est absorbe´e par la membrane graˆce a`
sa lipophilicite´ 32. Certaines cyclodextrines modifie´es ont une paroi exte´rieure plus lipophile
(par me´thylation) afin d’augmenter la perme´abilite´ du complexe (25).
Il existe actuellement une trentaine de produits pharmaceutiques commercialise´s qui em-
ploient la complexation avec cyclodextrines avec environ 6 types diffe´rents de conjugaison
(24). Les cyclodextrines permettent de faciliter la dissolution des me´dicaments peu solubles
et peuvent eˆtre utilise´s pour diffe´rentes voies d’administration. Cependant, la complexation
pre´sente des proble`mes de toxicite´ re´nale (26), peut modifier la stabilite´ et la perme´abilite´ de
la mole´cule de me´dicament, et dans certains cas, peut limiter (au lieu d’ame´liorer) le processus
d’absorption. Ainsi, cette me´thode exige une bonne compre´hension des proprie´te´s physico-
chimiques des mole´cules de me´dicament et de leurs interactions avec les cyclodextrines. De
plus, une e´tape d’optimisation est ne´cessaire avant d’adapter une formulation existante a` une
nouvelle mole´cule de´veloppe´e (25).
1.2.2.4 Strate´gie 4 : Prome´dicaments
Un prome´dicament (« prodrug » en anglais) est un de´rive´ biore´versible des mole´cules de
me´dicament qui libe`re le principe actif apre`s transformations enzymatiques ou chimiques in
vivo (27). La figure 1.3 illustre le principe de fonctionnement.
La conjugaison d’un groupement fonctionnel soluble peut faciliter la dissolution et donc
l’absorption des me´dicaments peu solubles (28). De plus, une grande varie´te´ d’applications,
telles que l’ame´lioration des proprie´te´s physico-chimiques ou la livraison cible´e du me´di-
cament, peuvent eˆtre re´alise´es par cette me´thode. Actuellement, 5 a` 7% des me´dicaments
31. Appartiennent a` la famille des sucres.
32. Ge´ne´ralement quand une mole´cule est hydrophobe, elle est lipophile (a une affinite´ pour l’huile), donc
plus perme´able aux membranes physiologiques.
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approuve´s font partie de cette cate´gorie, et ses avantages rendent cette me´thode prometteuse
(27).
Figure 1.3 Le fonctionnement d’un prome´dicament (Inspire´ de (27)). (La « barrie`re » re-
pre´sente ici la membrane physiologique ou une limitation du principe actif a` avoir un effet
optimal.)
Toutefois, une conjugaison de me´dicament et du groupement fonctionnel ne´cessite la com-
pre´hension comple`te des me´canismes de transformations et des proprie´te´s du principe actif
et de la barrie`re 33. La formulation d’une bonne conjugaison est souvent longue et couˆteuse
(29). Ainsi, cette strate´gie ne s’applique qu’a` certains me´dicaments et groupements fonction-
nels.
1.2.2.5 Strate´gie 5 : Syste`mes collo¨ıdaux : micro-e´mulsions, organogels, lipo-
somes, micelles et dendrime`res
Un syste`me collo¨ıdal est une entite´ liquide ou solide (voire gazeuse) compose´e des parti-
cules de taille entre 1 nm et 1 µm, disperse´es dans un milieu (30). Pour le syste`me collo¨ıdal,
les proprie´te´s d’interface et les forces entre les particules peuvent modifier conside´rablement
ses comportements. L’e´quilibre du syste`me collo¨ıdal est atteint quand l’enthalpie 34 est mini-
33. La barrie`re pourrait eˆtre la faible solubilite´, l’instabilite´ chimique, le me´tabolisme pre´-syste´mique, la
pe´ne´tration inade´quate au cerveau, etc.
34. L’enthalpie est l’e´nergie totale d’un syste`me thermodynamique, correspondant a` la somme de l’e´nergie
interne (l’e´nergie requise pour cre´er le syste`me) et l’e´nergie ne´cessaire pour cre´er un espace dans le milieu
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mise´e (31).
Afin de faciliter la livraison et l’absorption de me´dicaments et ainsi ame´liorer leur biodis-
ponibilite´, plusieurs types de syste`mes collo¨ıdaux ont e´te´ utilise´s. Leur structure de base est
cependant similaire : souvent sphe´rique et forme´e par une ou plusieurs couches de mole´cules
de surfactif 35.
1.2.2.6 Micelles, micro-e´mulsions et organogels
Sous certaines conditions de tempe´rature et de concentration, des agents amphiphiles
ayant une teˆte hydrophile et une queue hydrophobe (cf. figure 1.4, p. 20) peuvent former 36
des micelles. La taille des micelles varie entre 5 et 100 nm (31). Les micelles peuvent aider a`
la solubilisation en milieu aqueux des me´dicaments hydrophobes quand les mole´cules de ces
derniers sont inse´re´es dans le noyau de la sphe`re. Une micelle inverse, forme´e par des surfactifs
en direction contraire (teˆte vers l’inte´rieur et queue vers l’exte´rieur), permet a` son tour de
solubiliser des me´dicaments hydrophiles dans l’huile. De plus, l’utilisation de surfactifs ayant
des proprie´te´s spe´cifiques permet de re´aliser certaines fonctions, telles que l’augmentation de
demie-vie apre`s administration intraveineuse ou le ciblage du site d’action pour une libe´ration
locale (32).
Les micro-e´mulsions 37 peuvent eˆtre forme´es e´galement a` l’aide des surfactifs. La diffe´-
rence entre une particule de micro-e´mulsion et une micelle est que, pour la premie`re, le noyau
contient de l’eau libre (dans le cas de l’eau dans l’huile) emballe´e dans une couche rigide de
surfactifs, alors que le noyau d’une micelle est entie`rement rigide et contient de l’eau immobi-
lise´e. Ainsi, la particule de micro-e´mulsion est plus grande que la micelle (33). Les organogels
sont des syste`mes qui ressemblent a` des micro-e´mulsions mais sous forme semi-solide. Leur
viscosite´ est tre`s supe´rieure a` celle des micro-e´mulsions, la microstructure est ainsi plus rigide
et entrelace´e. Les organogels utilise´s en pharmaceutique sont majoritairement des syste`mes
pour que le syste`me ait un volume et une pression. La modification de l’enthalpie est souvent sous forme de
changement de chaleur.
35. Un surfactif (appele´ e´galement tensioactif en franc¸ais ou surfactant en anglais) est une mole´cule am-
phiphile (a` la fois hydrophile et hydrophobe), souvent un polyme`re, ayant deux parties de polarite´s diffe´rentes
(ayant une affinite´ avec l’eau et avec l’huile respectivement). Le roˆle du surfactant est de diminuer la tension
de surface entre deux liquides ou entre un liquide et un solide afin de stabiliser le syste`me.
36. A` une concentration critique, les agents s’assemblent spontane´ment et forment une sphe`re.
37. Une e´mulsion est un me´lange homoge`ne de deux liquides non miscibles, ou` une phase est disperse´e dans
une autre phase continue. Si c’est l’eau qui est disperse´e dans l’huile, on l’appelle « l’eau dans l’huile » et
vice versa. Les phases peuvent s’organiser et s’inverser automatiquement sous certaines conditions, rendant
le syste`me instable. Le lait, les cre`mes, la mayonnaise et le beurre sont tous des exemples d’e´mulsion. Une
micro-e´mulsion est une e´mulsion dont les gouttelettes sont de taille microme´trique.
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a` base d’ester de le´cithine, de ge´latine ou de sorbitan dans des solvants biocompatibles (31).
Les micro-e´mulsions et les organogels, ensemble avec les micelles, permettent d’ame´liorer
la biodisponibilite´ et la distribution des me´dicaments peu solubles (ou peu perme´ables) sous
forme solide ou liquide par diffe´rentes voies d’administration. Cependant, le controˆle de la
libe´ration de me´dicament et la stabilite´ restent proble´matiques : en-dessous de la concentra-
tion critique (cf. note 1.2.2.6, p. 18), les agents se dissocient et forment des chaˆınes libres,
causant la libe´ration soudaine des me´dicaments. (34). Les micro-e´mulsions et organogels ne
permettent pas la liaison avec des ligands 38 spe´cifiques pour la livraison cible´e des me´dica-
ments, et leur rayon d’application est limite´ (31).
1.2.2.7 Liposomes
Les liposomes sont des ve´sicules compose´es d’une ou plusieurs double-couches lipidiques,
et se forment spontane´ment par agitation du film lipidique hydrate´ (35) 39. Chaque double-
couche contient des mole´cules de phospholipide, ayant une teˆte polaire vers l’exte´rieur de
la double-couche, et une queue non-polaire vers l’inte´rieur (cf. figure 1.4, p. 20, B). Ces
double-couches ont une apparence et une perme´abilite´ semblables a` la membrane biologique
(31). Contrairement aux micelles, les liposomes offrent un environnement a` la fois hydrophile
(dans le cœur) et hydrophobe (dans la double-couche), et peuvent ainsi augmenter la solubilite´
de nombreux me´dicaments (36). Les liposomes pre´sentent des avantages de grande capacite´
de chargement, de bonne tole´rance et de se´lectivite´ tissulaire, ce qui en fait de bons candi-
dats pour livrer des peptides, des prote´ines et de l’ADN (a` l’aide des ligands ou des agents
spe´cifiques dans certains cas)(37). Toutefois, des proble`mes de la complexite´, de l’instabilite´
du stockage et des couˆts e´leve´s du de´veloppement peuvent aussi survenir (36).
1.2.2.8 Dendrime`res
Les dendrime`res sont des structures macromole´culaires sphe´riques et hautement ramifie´es,
synthe´tise´es a` l’aide de me´thodes ite´ratives (34). Base´s sur le meˆme principe que les micelles,
les dendrime`res ont un noyau (cavite´ centrale) hydrophobe et des branches superficielles
hydrophiles (cf. figure 1.4, p. 20). Selon la spe´cificite´ du me´dicament et du site d’action, les
dendrime`res peuvent eˆtre construits avec des ligands ou des mole´cules de conjugaison — ce
qui les rendent des ve´hicules d’inte´reˆt dans la livraison cible´e des me´dicaments, surtout des
38. Ligands : mole´cules qui ont une grande affinite´ pour d’autres mole´cules spe´cifiques (souvent des re´cep-
teurs exprime´s a` la surface des cellules cibles dans le cas de livraison de me´dicaments).
39. Depuis la de´couverte des liposomes dans les anne´es 1960, de nombreuses me´thodes de formation ont
e´te´ conc¸ues afin de cre´er des liposomes de diffe´rentes tailles et de structures varie´es.
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Figure 1.4 Micelle, liposome et dendrime`re : A) Une mole´cule d’acide gras (a` gauche) et une
micelle (a` droite). (Source : (38)). B) Une mole´cule phospholipide (a` gauche) et un liposome
(a` droite). (Source : (39)). C) La ge´ne´ration d’un dendrime`re par e´tape. (Source : (40)).
me´dicaments a` base d’ADN. En tant que mate´riaux nanome´triques, les dendrime`res peuvent
aussi servir dans le diagnostic par imagerie. Toutefois, il est a` noter que l’administration de
certains dendrime`res pre´sente des proble`mes de cytotoxicite´ et de bioincompatibilite´, malgre´
leurs domaines d’application varie´s (31).
1.2.2.9 Strate´gie 6 : Re´duction de taille sous forme solide
La re´duction de taille des particules peut ame´liorer la solubilisation aqueuse d’un me´-
dicament hydrophobe par augmentation de la surface de contact (e´quation Noyes-Whitney
1.1, page 8). Selon l’ordre de grandeur de la taille finale, on peut classer le niveau de re´-
duction en e´chelles microme´trique (quelques microme`tres) ou nanome´trique (en dessous de
1 µm, souvent quelques centaines de nanome`tres), correspondant aux processus de microni-
sation et de nanonisation respectivement. Les « micro/nanoparticules » dont il est question
ici se distinguent des particules de taille micro/nanome´trique dans les strate´gies pre´sente´es
pre´ce´demment. Il s’agit surtout des particules solides non dissoutes mais disperse´es dans un
liquide, qu’on appelle une suspension.
Contrairement aux voies orale et parente´rale, l’administration de me´dicaments par la voie
respiratoire est limite´e par la structure particulie`re du poumon. Dans ce cas, la re´duction de
taille vise surtout a` un meilleur de´poˆt des particules me´dicamenteuses sur la surface membra-
naire dans le poumon profond, de fac¸on a` ce qu’elles ne soient pas e´limine´es par le mouvement
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ciliaire et du mucus pulmonaire. Les me´canismes d’action des micro/nanoparticules pour ces
trois voies d’administration seront pre´sente´s par la suite.
1.2.2.10 Nanonisation
La nanonisation est utilise´e surtout pour les me´dicaments peu solubles administre´s par
voie orale ou parente´rale. Pour un me´dicament oral, il existe une feneˆtre d’absorption a` l’inte´-
rieur de laquelle le me´dicament doit se dissoudre afin d’eˆtre absorbe´ au maximum (cf. figure
1.5, p. 21). Une fois dissous, le me´dicament existe sous forme de mole´cule dans le fluide gastro-
intestinal. Les mole´cules sont donc absorbe´es par la membrane gastro-intestinale, traversent
les cellules e´pithe´liales (de la membrane) dans cette membrane par diffusion, et arrivent dans
la circulation sanguine ou` elles sont distribue´es rapidement (1). Par rapport aux grandes par-
ticules (∼ 10 µm), les nanoparticules se dissolvent plus rapidement et en plus grande quantite´
dans la feneˆtre d’absorption, ce qui ame´liore la cine´tique d’absorption et la biodisponibilite´.
Figure 1.5 Sche´ma comparatif de l’absorption des grandes particules et des nanoparticules
de me´dicament
Pour les me´dicaments administre´s par voie parente´rale, les particules de me´dicament sont
injecte´es directement dans le sang ou dans les muscles. Les nanoparticules de me´dicament ont
une solubilite´ ame´liore´e, sont sous forme solide donc pre´sentent une meilleure stabilite´ et ont
un potentiel de toxicite´ moins e´leve´ que certaines alternatives comme par exemple la strate´gie
du cosolvant 40, et permettent une dose plus e´leve´e que la strate´gie de la complexation (3).
40. Les cosolvants ou excipients sont souvent irritants et inade´quats a` l’injection directe dans le sang ou le
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1.2.2.11 Micronisation
La micronisation est primordiale dans le cas des me´dicaments pulmonaires. Pour l’admi-
nistration pulmonaire, le me´dicament doit eˆtre pre´sente´ sous forme d’ae´rosol 41, et eˆtre livre´
par un appareil propulsif. A` cause de la structure du poumon (cf. figure 1.6, p. 22), l’efficacite´
d’inhalation d’un ae´rosol est de´termine´e principalement par la taille des particules :
Figure 1.6 La structure pulmonaire et les exigences sur la taille des particules de me´dicament
(sche´ma modifie´ de (1))
– Les particules > 5 µm sont de´pose´es par impact inertiel et seront ensuite e´limine´es
par les mouvements du mucus et des cils des cellules de la membrane dans la re´gion
supe´rieure (le nez, la gorge, le pharynx et le larynx) ;
– Les particules entre 0,5 et 5 µm sont de´pose´es dans les re´gions infe´rieures et alve´olaires
(la trache´e, les bronches, les bronchioles et les terminaux alve´olaires) par se´dimentation
gravitationnelle – c’est la de´position optimale recherche´e ;
– Les particules < 0,5 µm sont influence´es grandement par le mouvement ae´rien et seront
expire´es lors de l’exhalation.
Une fois de´pose´ aux re´gions infe´rieure et alve´olaire, le me´dicament sera absorbe´ par les cellules
e´pithe´liales, transporte´ par diffusion et libe´re´ dans la circulation sanguine du poumon.
muscle. En plus, certains me´dicaments peuvent se former des agre´gats apre`s l’injection, ce qui augmente le
risque d’obstruction.
41. Un ae´rosol et un syste`me de deux phases : une phase de particules solides ou liquides disperse´e dans
une phase gazeuse, souvent l’air.
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1.3 Techniques de re´duction de taille
Les strate´gies de micro/nanonisation sont soit de type « bottom-up » (base´e sur l’agglome´-
ration mole´culaire de fac¸on chimique), soit de type « top-down » (base´e sur la fragmentation
physique de grosses particules cristallines). Les techniques « top-down » sont plus populaires
(41).
1.3.1 Pre´cipitation
Les me´thodes « bottom-up » utilisent le phe´nome`ne de pre´cipitation par solubilisation
compe´titive : une substance X est soluble dans un solvant A mais insoluble dans un solvant
B. Les solvants A et B sont comple`tement miscibles entre eux. Ainsi, le rajout du solvant B
dans la solution de X dans A va cre´er un environnement de sursaturation 42, ce qui pre´cipite
la substance X en micro/nanoparticules, de taille et de morphologie diffe´rentes 43 selon la
condition de pre´cipitation (tempe´rature, concentration, agitation du solvant, etc.).
Le processus de pre´cipitation comprend deux phases : une phase initiale de nucle´ation
(cre´ation d’un noyau cristallin), et une phase subse´quente de croissance. Certaines conditions
favorisent la cre´ation des noyaux et limitent la croissance, ce qui permet de fabriquer des
particules tre`s fines en suspension stable : ce sont des micro/nanosuspensions. Cette ge´ne´ra-
tion rapide de particules entraˆıne cependant des imperfections dans la structure cristalline, et
est plus susceptible de cre´er des formes fragiles et me´tastables (cf. section 1.1.2.4, p. 10). En
revanche, la production industrielle utilise les conditions contraires, qui ont un faible taux de
ge´ne´ration de noyaux, mais qui favorisent la croissance lente des cristaux. Ainsi, les particules
de me´dicament produites sont plus grosses et pures (3).
La me´thode de pre´cipitation en environnement supersature´ est simple et peu couˆteuse.
Cependant, les agents de stabilisation (surfactifs) sont souvent ne´cessaires, et la taille et la
forme des particules sont difficilement controˆlables. Certaines nouvelles techniques de nanoni-
sation dissolvent le me´dicament dans un fluide supercritique 44 pour ge´ne´rer de fines particules
lorsque le liquide se transforme en gaz. De cette fac¸on, les micro/nanoparticules peuvent eˆtre
ge´ne´re´es de fac¸on controle´e, mais les couˆts de production et la consommation de l’e´nergie
42. La concentration du solute´ est plus e´leve´e que la concentration de saturation. C’est un e´tat temporaire
et instable – le solute´ va se pre´cipiter pour atteindre la stabilite´ de la solution.
43. Les diffe´rentes formes particulaires de nombreuses substances, telles que sphe´rique, dendritique ou
irre´gulie`re, sont pre´sente´es dans l’article de Reverchon (42).
44. A` une pression et une tempe´rature donne´e, des gaz (ex. CO2) existent sous forme de liquide supercritique
(entre liquide et gazeuse). La diminution de la pression et de la tempe´rature peut liquidifier ou e´vaporer le
gaz.
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sont e´leve´s.
De plus, les re´sultats des pre´cipitations sont rarement pre´dictibles – les conditions op-
timales de pre´cipitation sont de´termine´es ge´ne´ralement par des essais empiriques (43). La
me´thode exige e´galement que la substance soit soluble dans au moins l’un des solvants ou
dans le fluide supercritique, donc est applicable pour seulement un nombre limite´ de me´di-
caments.
1.3.2 Homoge´nisation
La me´thode d’homoge´nisation utilise la force externe pour casser les grosses particules
de me´dicament (« top-down »). Il existe deux types principaux d’homoge´nisation : la mi-
crofluidisation et l’homoge´nisation a` haute pression par « piston-gap ». Dans la technique
de microfluidisation, une suspension de me´dicament est acce´le´re´e a` une grande vitesse. Ce
flux de liquide est ensuite soit pousse´ a` travers une chambre en zigzag, soit se´pare´ en deux
pour se confronter. Dans les deux cas, la collision brise les particules. Dans la technique de
l’homoge´nisation a` haute-pression 45, la suspension de me´dicament est pousse´e a` travers une
valve e´troite. La diminution de la pression statique duˆ au changement de diame`tre forme des
bulles gazeuses, un phe´nome`ne appele´ « cavitation ». Une fois la valve passe´e, ces bulles d’air
e´clatent, brisant ainsi les particules de me´dicament.
Afin d’obtenir une distribution e´troite de nanoparticules, la suspension doit circuler au
travers du syste`me pendant des dizaines de cycles, ce qui ne´cessite une quantite´ conside´rable
de temps et d’e´nergie. La taille finale des particules de´pend de la durete´ du me´dicament
(44). La transformation de la structure cristalline des particules et l’amorphisation ont e´te´
observe´es (11), (45). La technique ne´cessite souvent une micronisation pre´alable afin d’e´viter
l’obstruction du passage. Ainsi, l’avantage de la me´thode se situe surtout au niveau d’un
traitement a posteriori des particules produites par la pre´cipitation (3).
1.3.3 Broyage me´canique
Une autre technique de micro/nanonisation couramment utilise´ a` l’e´chelle industrielle est
le broyage me´canique humide ou sec. Le broyage humide consiste a` remplir une macrosus-
pension de me´dicament dans un contenant en pre´sence d’un me´dia de broyage, tel que les
billes en verre, en oxyde de zirconium ou en polyme`re dur (ex. de´rive´es de polystyrene) (46).
Les agents surfactifs sont obligatoires pour la stabilisation de la suspension. Le me´lange de
45. La pression peut varier de ∼500 bar a` 4000 bar (44).
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me´dicament et de billes est ensuite mis en rotation pendant un certain temps 46, et la force
de collision entre les billes et le me´dicament va briser les particules. Cette technique permet
d’obtenir des nanocristaux de me´dicament de distribution relativement e´troite sans grand
impact sur leurs proprie´te´s physico-chimiques. Cependant, le proble`me de contamination duˆ
a` l’e´rosion des billes a e´te´ observe´ (11). De plus, la taille des particules apre`s le broyage
de´pend surtout de la durete´ du me´dicament, et est difficilement controˆlable par cette tech-
nique. Le ratio billes / me´dicament peut atteindre 2 : 1, ce qui rajoute du volume et du
poids a` la machinerie lourde. La technique n’est pas adapte´e pour la phase de de´couverte
car elle ne´cessite une quantite´ importante de me´dicament afin de cre´er des points de contact
suffisants entre les particules et les billes. Quelques tentatives de miniaturisation du syste`me
de broyage ont e´te´ reporte´es (47) et de´montrent la faisabilite´ de nanoniser des me´dicaments
de 10 mg ou plus. Toutefois, la re´cupe´ration d’une aussi faible quantite´ de principe actif dans
un me´lange de billes et de surfactif reste difficile.
Le broyage sec inclut plusieurs me´thodes. Le « jet-milling » est utilise´ surtout pour la
micronisation. Sous une pression de 3 a` 10 bar, un jet d’air atteint une vitesse e´leve´e lors
de l’expansion, et propulse les particules de me´dicament qui entrent en collision (48). Les
particules re´duites au niveau microme´trique sont filtre´es et collecte´es, laissant les plus grosses
particules en collision continuelle. De meˆme, cette technique ne permet pas de controˆler
la taille de particule et ne´cessite au minimum plusieurs grammes de me´dicament, ce qui
est rarement le cas durant la phase de de´couverte. D’autres me´thodes telles que le « ball
milling » et « hammer milling » consistent a` briser les particules par la collision des boules
(similaire au broyage a` billes) ou des marteaux, mais toutes dans un milieu sec.
1.4 Nouvelle approche de micro/nanonisation par laser
Depuis quelques dizaines d’anne´es, l’utilisation des lasers dans les proce´de´s de mate´riaux
est devenue de plus en plus populaire. Les lasers peuvent offrir des solutions peu couˆteuses
et plus efficaces dans la microfabrication des mate´riaux, avec des applications dans l’e´lec-
tronique, dans la nanotechnologie et dans les sciences biome´dicales (49). Parmi toutes les
techniques de´veloppe´es, l’ablation par laser pulse´ (Pulsed Laser Ablation (PLA)) a connu
des succe`s dans la synthe`se de nanomate´riaux depuis son invention dans les anne´es 1960.
Comme la lumie`re n’induit pas de contamination et n’est pas sujet a` la de´gradation, des
nanomate´riaux me´tastables aux proprie´te´s uniques peuvent eˆtre cre´e´s. L’ablation d’un solide
46. Il y a deux types de broyage humide : le broyage de type a` faible e´nergie (ex : « roller mill») ne´cessite
quelques jours de rotation, et le type a` haute e´nergie (ex : « dynomill») prend quelques heures pour achever
la nanonisation.
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dans le vide ou dans un gaz peut e´jecter des particules qui s’accumulent sur un substrat
et ainsi former un film nanostructure´. Dans un liquide, la PLA produit alors une solution
colloidale ou une nanosuspension (50).
Cependant, les avance´es de la PLA se situent surtout dans le domaine de nanomate´riaux
inorganiques. Quelques nanomate´riaux organiques produits par PLA ont e´te´ e´galement e´tu-
die´s depuis quelques anne´es (51), mais peu d’e´tudes sur la production de nanome´dicament
par PLA pouvaint eˆtre retrace´es. Les prochaines sections pre´senteront un bref aperc¸u des
avance´es de PLA dans la micro/nanonisation des mate´riaux inorganiques, des substances
organiques et des me´dicaments.
1.4.1 Production de micro/nanoparticules inorganiques par laser
1.4.1.1 PLA sous vide ou en milieu gazeux
Une technique mature de PLA est la Pulsed Laser Deposition (PLD). Le fonctionnement
est sche´matise´ ci-dessous. Dans un milieu sous vide ou gazeux, l’ablation laser sur le ma-
te´riau donneur cre´e un nuage de mole´cules et/ou d’atomes qui ensuite s’agglome`rent et se
de´posent sur le substrat. Selon les parame`tres du laser, il est possible de controˆler la vitesse
de de´poˆt ainsi que l’e´paisseur de la couche fine sur le substrat. En modifiant le gaz du milieu
d’ablation (par exemple l’oxyge`ne ou l’oxyde d’azote), il est e´galement possible de cre´er des
formes oxydes ou nitrures 47. Cette technique est particulie`rement inte´ressante dans le do-
maine e´lectronique : on peut cre´er artificiellement des couches minces de fac¸on pre´cise, sans
avoir recours a` des techniques de post-traitement. Les mate´riaux concerne´s sont surtout des
me´taux tels que Fe, Cu, Zn, Al, Ca, et des composants semi-conducteurs tels que Si, C, Te,
Ga (52), (53).
1.4.1.2 PLA en milieu liquide
Une autre technique de PLA de´veloppe´e apre`s la PLD consiste a` produire des nanopar-
ticules dans une phase liquide. Depuis son introduction en 1987 par Patil et al. (54), cette
me´thode a e´te´ de´veloppe´e pour fabriquer dans diffe´rents liquides une grande varie´te´ de na-
nosuspensions me´talliques, d’alliages et de nanocristaux, entre autres. Les nouvelles matie`res
ainsi produites ont e´te´ revues en de´tail par Masala et al. (55) et par Yang (56). Ces na-
noparticules peuvent eˆtre utilise´es non seulement dans les domaines classiques (colorants,
semi-conducteurs, etc.), mais offrent de nouvelles possibilite´s dans des domaines re´volution-
naires telles que la livraison magne´tique de me´dicament, l’imagerie par re´sonance magne´tique,
47. Nitrures : compose´es de l’azote au nombre d’oxydation -3 (N3-). Par exemple, Li3N, Zn3N2, etc.
27
Figure 1.7 Sche´ma simplifie´ de PLD. (Inspire´ de (53))
la the´rapie du cancer, les nanostructures (nano- « code bars ») et l’e´nergie verte.
Il existe deux me´canismes de fabrication : l’ablation et la fragmentation. Le sche´ma ci-
dessous en re´sume leur fonctionnement. L’ablation consiste a` irradier un substrat dans un
milieu liquide. L’irradiation cre´e un plasma et d’autres phe´nome`nes sur l’interface laser-
matie`re, produisant des nanoparticules. Les surfactifs pre´sents dans le milieu permettent de
disperser ces nanoparticules et e´vitent leur agglome´ration. Dans le cas de la fragmentation, on
irradie par laser une suspension de la matie`re agite´e magne´tiquement. Les grosses particules
sont brise´es en nanoparticules lors de leur passage sous le rayon de laser. Comme les grosses
particules sont plus fragiles et susceptibles d’eˆtre brise´es que les nanoparticules, il est possible
d’obtenir une suspension avec une distribution de taille relativement e´troite.
Figure 1.8 Ablation et fragmentation par la PLA en milieu liquide
Le type et les parame`tres de laser, tels que le temps d’impulsion (nanoseconde, pico-
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seconde etc.), la fluence 48, la longueur d’onde du laser et la dure´e de traitement, peuvent
influencer conside´rablement les proprie´te´s des micro/nanoparticules produites. Ge´ne´ralement,
des impulsions longues, une fluence e´leve´e, une longueur d’onde se rapprochant le maximum
de l’absorption de la matie`re 49 ou une longue dure´e, sont des parame`tres plus « destruc-
tifs » pour la matie`re. Besner et Meunier (50) ont fourni plusieurs micrographes de SEM
illustrant les effets de ces parame`tres.
1.4.2 Production de micro/nanoparticules organiques par laser
Contrairement aux mate´riaux inorganiques, la production de micro/nanoparticules orga-
niques par laser pre´sente des difficulte´s particulie`res. Les mate´riaux organiques sont souvent
compose´s des e´le´ments C, H, N, O et ont une structure fonctionnelle spe´cifique. Ces carac-
te´ristiques rajoutent de la fragilite´ au mate´riau – il est possible que l’e´nergie et la chaleur
e´mises lors de l’ablation laser brisent cette structure fonctionnelle et modifient les proprie´te´s
physico-chimiques du mate´riaux.
Quelques groupes de recherche ont reporte´ la production par laser des nanoparticules de
vanadyl phthalocyanine (57), de quinacridone (58), de buckminsterfullere`ne (C60) (51), de
3, 4, 9, 10-perylenetetracarboxylicdianhydride (59) et de melamine cyanurate (60). Ce sont
des mole´cules de colorant, de semi-conducteur organique et de produit ignifuge. Ces e´tudes
ont de´montre´ qu’il e´tait possible de cre´er des nanoparticules organiques par ablation ou
fragementation laser, mais les informations sur les proprie´te´s physico-chimiques des mate´riaux
apre`s le proce´de´ laser e´taient manquantes.
1.4.3 Micro/nanonisation de me´dicament par laser
A` notre connaissance, seulement un autre groupe de recherche a e´tudie´ la production
de nanoparticules de me´dicaments par laser. Nagare et al. (61) ont reporte´ la fabrication
de nanoparticules de moins de 20 nm de phenytoin et d’indomethacine par PLD sans de´-
composition chimique, mais ces particules s’agglome`rent lors du de´poˆt sur le substrat. Cette
agglome´ration risque d’eˆtre irre´versible et la dispersion des particules dans le milieu liquide,
ce qui est l’objectif de la micro/nanonisation du me´dicament, serait difficile. Le meˆme groupe
de recherche a effectue´ une autre e´tude sur les mole´cules conjugue´es de l’albumine du se´rum
bovin et l’indomethacine, toujours par PLD dans un environnement gazeux. Les changements
48. Fluence : e´nergie lumineuse par unite´ de surface.
49. La capacite´ d’absorption d’une matie`re varie selon la longueur d’onde. Par exemple, la chlorophylle
apparaˆıt verte car elle a deux maximums d’absorption a` 400-450 nm (lumie`re violette-bleue) et a` 650-700 nm
(lumie`re orange-rouge). La lumie`re absorbe´e interagit avec les mole´cules et atomes, et les e´changes d’e´nergie
lors de ces interactions peuvent modifier la structure mole´culaire de la matie`re.
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dans la cristallinite´ des particules obtenues (< 50 nm) ont e´te´ observe´s (62). Dans les deux
e´tudes, la dispersion des particules de me´dicaments nanonise´es n’a pas e´te´ e´value´e.
En 2007, une collaboration a de´bute´ entre la faculte´ de pharmacie de l’Universite´ de
Montre´al et le laboratoire LP2L 50 de l’E´cole Polytechnique de Montre´al, afin d’investiguer la
fabrication des nanoparticules de paclitaxel et de l’ace´tate de me´gestrol par PLA en milieu
aqueux (63), (64). De cette fac¸on, les particules sont produites directement en suspension en
pre´sence des surfactifs afin d’e´viter l’agglome´ration. Leurs e´tudes ont permis d’e´tablir plu-
sieurs conclusions :
– La simple fragmentation dans une suspension de me´dicament en poudre est plus effi-
cace et pratique que le processus d’ablation sur un comprime´ de me´dicament. Celui-ci
pre´sente deux inconve´nients : seulement une partie du comprime´ de me´dicament sert a`
produire les nanoparticules – la perte de matie`re est non ne´gligeable ; la chaleur locale
e´mise de l’irradiation laser peut gaze´ifier des me´dicaments ayant un point d’e´bullition
faible, formant ainsi une bulle au-dessus du site d’ablation, ce qui limite le processus
d’ablation.
– Le laser femtoseconde induit moins de de´gradation que le laser nanoseconde (pour
l’ace´tate de me´gestrol). En effet, le temps d’impulsion est plus court avec le laser fem-
toseconde (120 fs) que le laser nanoseconde (5 ns). Par conse´quent, les particules de
me´dicament sont moins expose´es a` l’e´nergie et la chaleur e´mise lors de l’irradiation par
laser femtoseconde, ce qui re´duit la de´gradation.
– L’ace´tate de me´gestrol a e´te´ micro/nanonise´ avec un niveau de de´gradation limite´ (∼ 2%
pour les particules microme´triques et ∼ 4% pour les particules sous-microme´triques).
De le´ge`res transformations physico-chimiques ont e´te´ observe´es, qui sont principalement
l’oxydation de la matie`re et une perte partielle de la cristallinite´. Les tests in vitro et
in vivo ont confirme´ une cine´tique de dissolution et une absorption ame´liore´es.
– Le paclitaxel a cependant subi des transformations importantes lors de la nanonisation
par laser femtoseconde. Le niveau de de´gradation se situait a` environ 20%. Ceci pourrait
eˆtre duˆ a` la structure mole´culaire complexe de ce me´dicament.
Les deux e´tudes ont prouve´ que la micro/nanonisation de me´dicament par la fragmentation
laser est possible, et que la quantite´ utilise´e de l’actif pouvait eˆtre aussi faible que quelques
milligrammes. Il est possible de comparer cette technique laser avec les autres techniques de
micro/nanonisation pre´sente´es pre´ce´demment (cf. tableau 1.1, p. 30). Cependant, ces e´tudes
50. A` l’e´poque Laboratoire de Proce´de´s par Laser.
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donnant deux re´sultats plutoˆt contradictoires ne sont pas concluantes. Dans le tableau com-
paratif des techniques de micro/nanonisation, les cases marque´es avec « ? » restent a` eˆtre
e´tudie´es plus en profondeur 51. Est-ce que les effets physico-chimiques induits par le proce´de´
laser sont spe´cifiques a` chaque me´dicament ou universels ? Est-ce que la meˆme condition de
fabrication donne la meˆme taille finale des micro/nanoparticules ? Des e´tudes sur d’autres
me´dicaments semblent ne´cessaires afin de valider la technique de micro/nanonisation par
laser et d’e´tablir des conclusions plus ge´ne´rales.
Tableau 1.1 Comparaison des techniques conventionnelles de micro/nanonisation avec la frag-
mentation laser
51. «
√
» signifie que le me´thode est applicable et « ± » signifie que la me´thode pourrait fonctionner sous
certaines conditions, mais n’est pas applicable ge´ne´ralement.
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1.5 Me´dicaments choisis dans le cadre du projet de maˆıtrise
C’est dans ce contexte que cette maˆıtrise traite de la fragmentation par laser femtoseconde
de deux autres me´dicaments. Les me´dicaments disponibles dans le marche´ et les profils des
me´dicaments choisis seront ensuite pre´sente´s.
Parmi les me´dicaments existants, approximativement 18 me´dicaments sont actuellement
de´veloppe´s et commercialise´s sous forme de nanosuspension de particules solides (3), (65) et
environ 8 me´dicaments anti-asthmatiques sont administre´s par inhalation (66), dont 6 sont
peu solubles dans l’eau. En plus des me´dicaments mode`les e´tudie´s ante´rieurement (paclitaxel,
ace´tate de me´gestrol et fenofibrate) (cf. section 1.4.3, p. 28), le naproxe`ne a e´te´ choisi parmi
les candidats restants pour la nanonisation et le DPB pour la micronisation. Les crite`res de
se´lection comprennent la disponibilite´ des informations de re´fe´rence, l’accessibilite´ du produit
(couˆt raisonnable, pre´sence d’un fournisseur en Ame´rique du Nord, etc.) et les proprie´te´s
(faible solubilite´ aqueuse, la taille de particules de la poudre d’origine, etc.).
1.5.1 Naproxe`ne
Le naproxe`ne est un anti-inflammatoire non-ste´ro¨ıdien administre´ par voie orale, classe´
de type II au syste`me BCS (solubilite´ faible, perme´abilite´ e´leve´e)(cf. section 1.1.3, p. 11). La
poudre de naproxe`ne est sans odeur, blanche et cristalline. E´tant un acide faible, le naproxe`ne
est soluble dans des solvants organiques (ethanol, me´thanol, etc.) et dans l’eau a` pH e´leve´,
mais pratiquement insoluble dans l’eau a` faible pH 52. On estime une solubilite´ de 15,9 mg/L
dans l’eau a` pH neutre (67). La figure 1.9 indique que le naproxe`ne a une absorption maxi-
male a` 222 nm (correspondant a` la longueur d’onde utilise´e pour HPLC, cf. section 2.3, p. 47)
et pratiquement aucune absorption a` 800 nm (longueur d’onde utilise´e pour la fragmentation
laser femtoseconde) 53.
Le naproxe`ne a e´te´ commercialise´ dans les anne´es 1970. A` cette e´poque, les me´dicaments
anti-inflammatoires non-ste´ro¨ıdiens e´taient conside´re´s irritants pour la muqueuse gastrique,
mais il a e´te´ prouve´ que cet endommagement pouvait eˆtre influence´ par la voie d’admi-
nistration. Liversidge et al. (68) ont de´montre´ que la re´duction de la taille de particule de
naproxe`ne (de 20-30 µm a` 270 nm) par broyage a` bille (durant 5 jours dans une solution de
52. Ainsi, la solubilisation et l’absorption n’ont lieu que dans l’intestin (pH e´leve´), apre`s le passage dans
l’estomac (pH faible).
53. La longueur d’onde du laser devrait eˆtre e´loigne´e de celle du pic d’absorption du me´dicament pour
diminuer la de´gradation. Ainsi, l’e´nergie e´mise par le laser a` 800 nm devrait se consacrer principalement a`
briser les particules, et non a` chauffer et de´grader le me´dicament. L’intensite´ de l’absorption est une valeur
relative en unite´ arbitraire, qui donne la diffe´rence entre l’absorbance la solution de naproxe`ne et le solvant.
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Figure 1.9 Structure mole´culaire et spectre d’absorption du naproxe`ne
poloxamer Pluronic R© F-68) diminue l’irritation gastrique chez le rat, et de plus, la vitesse
d’absorption augmente d’environ 4 fois. D’autres e´tudes sur la nanonisation de me´dicaments
par diffe´rentes techniques ont e´te´ e´galement mene´es par des groupes de recherche dans les
anne´es suivantes (69), (5), (70), (71). E´tant donne´ que ces e´tudes pouvaient servir de re´fe´-
rence pour notre technique de laser, et que le couˆt du naproxe`ne est abordable (∼ 185$ pour
100 g), le naproxe`ne a e´te´ choisi pour servir de mode`le de me´dicament pour la nanonisation
par fragmentation laser.
1.5.2 Dipropionate de be´clome´thasone
Le DPB est un anti-inflammatoire ste´ro¨ıdien administre´ par inhalation. La poudre est
sans odeur, blanche et cristalline. La figure 1.10 indique que le DPB n’a e´galement peu d’ab-
sorption a` 800 nm. Le DPB commercial peut e´galement exister sous forme monohydrate (lie´e
avec une mole´cule de H2O). Les formes d’inhalation peuvent eˆtre la ne´bulisation de la sus-
pension de ses microcristaux (inhalation nasale), ou l’ae´rosol de la solution dans l’e´thanol en
pre´sence d’un agent propulsif (inhalation orale) (cf. section 1.2.2.11, p. 22) (67). La solubilite´
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Figure 1.10 Structure mole´culaire et spectre d’absorption du DPB
dans l’eau est estime´e a` 0,69 mg/L (72).
Quelques anne´es apre`s son utilisation en tant qu’onguent topique, le DPB en ae´rosol a e´te´
prouve´ efficace dans le traitement de l’asthme (73). Apre`s d’autres essais cliniques, le DPB a
e´te´ commercialise´, et le me´dicament ainsi que son appareil de livraison (metered-dose-inhaler
ou spray) ont e´te´ perfectionne´s.
Le DPB a e´te´ choisi comme me´dicament mode`le dans de nombreux projets de recherche
pour le de´veloppement de nouvelle technique de micro/nanonisation. Ostrander et al. (74) ont
re´duit la taille de particule (de 1960 nm a` 164 nm) par le broyage me´canique (puis regroupe´
les nanoparticules dans des micro-goutelettes par ne´bulisation ultrasonique pour l’administra-
tion). Wang et al. (75) ont obtenu, avec la me´thode de pre´cipitation, des micro/nanoparticules
ayant un intervalle de 0,2 - 1,2 µm a` partir des particules originales de 0,2 - 12 µm. Rasenack
et al. (76) ont de´montre´ que, par la pre´cipitation (croissance controˆle´e de cristaux), il e´tait
possible d’augmenter la population de particules < 5 µm de 9% a` 25-33%, et que la forme
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de DPB pouvait eˆtre amorphe (sphe´rique) ou cristalline (forme aiguille). Steckel et al. (77)
n’ont cependant pas obtenu de particule par la me´thode de fluide supercritique (dans CO2).
De par son couˆt acceptable d’environ 1000$ pour 5 g et sa faible solubilite´ aqueuse, le DPB
semble un choix judicieux de me´dicament mode`le pour la micronisation.
1.6 Techniques d’analyse et leurs concepts
Afin d’e´valuer la performance de la technique de micro/nanonisation par fragmentation
laser, il est important de mesurer par diffe´rentes me´thodes la taille des particules produites,
ainsi que d’analyser leurs proprie´te´s physico-chimiques. E´tant donne´ que l’approche laser vise
des applications pour la phase de de´couverte, les transformations physico-chimiques doivent
eˆtre minimise´es pour faciliter les phases de production et d’essai en aval, lors desquelles les
micro/nanoparticules des me´dicaments seront produites par une me´thode conventionnelle
(ex. broyage).
Les techniques de caracte´risation pouvant eˆtre employe´es sont la chromatographie li-
quide a` haute performance (High Performance Liquid Chromatography)(HPLC) pour ana-
lyser la purete´ des me´dicaments, la diffusion de lumie`re (Dynamic Light Scattering)(DLS)
et la diffraction par laser (Laser Diffraction)(LD) pour la taille, la microscopie e´lectronique
a` balayage (Scanning Electronic Microscopy)(SEM) pour la morphologie, la diffraction par
rayon-X (X-Ray Diffraction)(XRD) et la calorime´trie diffe´rentielle (Differential Scanning
Calirometry)(DSC) pour les caracte´ristiques physiques, la spectrome´trie infrarouge (Fourier
Transform InfraRed spectrometry)(FTIR) et l’analyse e´le´mentaire (Elemental Analysis)(EA)
pour la composition chimique (47), (78). Toutes les techniques mentionne´es seront pre´sente´es
brie`vement dans cette section.
1.6.1 Diffusion de la lumie`re (DLS)
Lorsqu’une lumie`re monochromatique rencontre une particule dont la taille est proche
de sa longueur d’onde, le phe´nome`ne de diffusion peut avoir lieu. L’intensite´ de la lumie`re
diffuse´e varie alors dans le temps, car les particules sont sujettes au mouvement Brownien.
La distance entre les particules change continuellement, et la lumie`re diffuse´e subit donc des
interfe´rences constructives ou destructives. Ces informations sont contenues dans la fluctua-
tion de l’intensite´. Comme les petites particules sont plus sensibles au mouvement Brownien
que les grandes, la variation est plus prononce´e chez les premie`res (c.f. figure 1.11). Selon des
mode`les de calculs complexes, on peut e´valuer la taille moyenne des particules ainsi qu’un
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Figure 1.11 Fonctionnement simplifie´ du DLS
indice de polydispersite´ (polydispersity index (PDI)) 54.
Un inconve´nient de cette me´thode est que la plage de tailles mesure´es est limite´e a` environ
1 nm – 10 µm, au dela` de laquelle les valeurs ne sont plus fiables. Cependant, la technique
permet de mesurer rapidement des suspensions avec des concentrations varie´es et est non
destructrice. Ainsi, dans le cadre du projet, la DLS a e´te´ utilise´e surtout comme un outil de
premie`re se´lection afin d’e´valuer la tendance de la taille des particules produites a` diffe´rentes
conditions. Les e´chantillons mesure´s ont ensuite e´te´ re´cupe´re´s pour d’autres analyses.
1.6.2 Diffraction par laser (LD)
La diffraction par laser est une autre me´thode d’analyse de taille des particules. Par rap-
port a` la DLS (destine´ aux particules de taille sous-microme´trique), la LD permet de mesurer
sur une large plage dynamique (de 10 nm a` 2 mm). La technique utilise le principe de diffrac-
tion de lumie`re, repre´sente´ dans le sche´ma suivant (cf. figure 1.12, p. 36). L’angle de diffraction
est petit pour les grandes particules et grand pour les petites particules. L’intensite´ varie e´ga-
lement : plus les particules sont petites, moins l’intensite´ de lumie`re est de´tecte´e. Ainsi, on
obtient un profil de diffraction, qui peut eˆtre analyse´ mathe´matiquement par diffe´rents mo-
de`les physiques. Par exemple, la the´orie de Mie pour des particules sous-microme´triques, et
celle de Fraunhofer pour des microparticules. On obtient alors la distribution de la population
des particules selon la taille.
54. Le PDI est une valeur variant entre 0 et 1 et donne une indication de la largeur de la distribution.
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Figure 1.12 Fonctionnement simplifie´ du LD
Dans le cadre du projet, la LD a e´te´ utilise´e pour e´valuer la distribution de taille lorsque
les micro- et les nanoparticules co-existent dans le meˆme e´chantillon, ce qui ne peut pas eˆtre
mesure´ par la DLS. Cependant, la LD ne´cessite des e´chantillons en grand volume et ne permet
pas la re´cupe´ration de l’e´chantillon. Comme la LD est une me´thode destructrice, seulement
les particules pre´pare´es aux conditions choisies de l’e´tape de criblage (analyse´es par DLS)
ont e´te´ examine´es par la LD (cf. chapitre 2, p. 44).
1.6.3 Microscopie e´lectronique a` balayage (SEM)
L’utilisation de la SEM est re´pandue dans tous les domaines de recherche. Le microscope
utilise une source d’e´lectrons engendre´s par un filament de W (Tungste`ne), de LaB6 ou d’une
pointe de W d’un champ e´lectrique (Field Emission (FE)), qui sont de´tecte´s apre`s la diffusion
sur la surface des objets a` visualiser. La source d’e´lectrons est balaye´e sur l’objet et l’image
de la surface se reconstruit point par point selon l’intensite´ de la diffusion. Avec cette tech-
nique, il est possible de visualiser directement la forme et la topographie des objets jusqu’a`
quelques nanome`tres. Il est e´galement possible de de´tecter la composition des e´le´ments in-
organiques, surtout les me´taux. Dans notre projet, la SEM permet de visualiser directement
la taille et la morphologie des particules de me´dicament, contrairement aux me´thodes de
DLS et LD qui sont des me´thodes indirectes base´es sur des mode`les de calculs. Cependant,
la nature organique des particules de me´dicament a limite´ la capacite´ d’analyse de la SEM.
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Par exemple, pour atteindre une bonne re´solution a` quelques centaines de nanome`tres, il est
souvent d’usage d’augmenter la tension ou le courant de la source d’e´mission d’e´lectrons.
Mais cette augmentation est accompagne´e d’une e´le´vation de l’e´nergie locale, ce qui peut
faire fondre les particules de me´dicament, changeant ainsi leur apparence. Pour e´viter les
effets inde´sirables, la tension et le courant doivent eˆtre limite´s, ce qui en contrepartie limite
le grossissement maximal re´alisable. Aussi, la SEM utilise´e dans le projet est de type FE, qui
induit moins d’effet de charge (causant la de´formation de l’image) et offre plus de re´solution
qu’un SEM conventionnelle base´e sur des filaments. Les parame`tres expe´rimentaux seront
pre´sente´s dans le chapitre suivant.
Un autre inconve´nient de la SEM est la restriction au niveau de l’e´chantillonnage. Chaque
image prise ne refle`te seulement qu’une petite partie de l’ensemble de l’e´chantillon, contrai-
rement a` la DLS et a` la LD. Il existe des techniques d’analyse d’images pouvant calculer
statistiquement certaines donne´es telles que le nombre de particules par unite´ de surface
et la distribution de la taille, mais ces techniques ne sont fiables que lorsque la forme des
particules est re´gulie`re, ce qui n’est pas le cas pour les micro/nanoparticules de me´dicament
fragmente´ par laser. Dans le projet, l’utilisation de SEM est surtout pour une confirmation
qualitative 55.
1.6.4 Chromatographie liquide a` haute performance (HPLC)
La chromatographie liquide est une technique permettant la se´paration de compose´es chi-
miques contenus dans un e´chantillon. La partie la plus importante de l’HPLC est la colonne
chromatographique, dans laquelle sont fixe´es les billes de silice entoure´es par des chaˆınes
alkyles. Ge´ne´ralement des colonnes de C18 ou de C8, dont les chiffres signifient le nombre
de carbone (C) dans les chaˆınes alkyles non-polaires, sont utilise´es. On injecte dans le flux
qui traverse la colonne une solution de la substance a` analyser dissoute dans un solvant or-
ganique, pour que cette solution soit entraˆıne´e dans une phase mobile compose´e de solvants
organiques (souvent polaires, comme le me´thanol et l’ace´tonitrile). Les substances polaires
contenues dans la solution ayant une affinite´ faible avec les chaˆınes alkyles non-polaires sont
donc moins retenues dans la colonne et sortent en premier. La lampe UV positionne´e a` la
sortie de la colonne de´tecte alors l’intensite´ d’absorption a` une longueur d’onde ade´quate. De
cette fac¸on, les substances de polarite´ diffe´rente sont se´pare´es selon leur temps de retention,
55. Les mesures ont e´te´ prises afin de diminuer l’effet de l’e´chantillonage limite´ : chaque e´chantillon analyse´
par la SEM a e´te´ visualise´ d’abord dans son ensemble (a` faible grossissement) et les zone pre´sentant des
anomalies (ex. tre`s grosse particule, points noirs, topographie irre´gulie`re, etc.) ont e´te´ visualise´es en de´tail
a` grossissement plus e´leve´. Les figures de SEM publie´es dans ce me´moire sont des images repre´sentatives
(visuellement similaires que environ > 90% de la surface totale de l’e´chantillon sous le microscope).
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Figure 1.13 Principe de fonctionnement du HPLC
et sont repre´sente´es par des pics sur le chromatogramme. Le plus grand pic correspond ge´ne´-
ralement a` la substance principale pure, et les autres des impurete´s. En comparant l’aire sous
la courbe du pic principal avec la somme de l’aire sous la courbe de toutes les impurete´s, la
purete´ chromatographique peut eˆtre obtenue.
Comme l’inte´gration du pic est proportionnelle a` la quantite´ de la substance, on peut tra-
cer une courbe line´aire de calibration a` l’aide des solutions pures a` concentrations connues.
Ainsi, la courbe donne une relation line´aire de l’aire sous la courbe avec la concentration.
Il est donc possible de quantifier la concentration d’un compose´ dans l’e´chantillon. Cette
concentration de´tecte´e permet de calculer la teneur de la substance pure, qu’on obtient en
comparant la concentration attendue selon la masse de la poudre de la substance pese´e et
celle mesure´e par la HPLC. De cette fac¸on, on obtient la teneur.
Dans le projet de recherche, la purete´ chromatographique a e´te´ mesure´e pour e´valuer la
tendance de la de´gradation dans l’e´tape de criblage, et la teneur afin d’estimer les produits
de de´gradation qui ne sont pas visibles dans les chromatogrammes, pour certaines raisons
telles que l’insolubilite´ dans le me´thanol ou la faible absorbance a` la longeur d’onde utilise´e
par la lampe UV de de´tection.
1.6.5 Spectroscopie infrarouge a` transforme´e de Fourier (FTIR)
La spectroscopie infrarouge FTIR est une me´thode courante dans l’analyse chimique per-
mettant l’identification de substances. Le principe de fonctionnement est base´ sur le phe´no-
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me`ne d’absorption de la lumie`re infrarouge. Selon la composition de la substance, a` chaque
longueur d’onde, la lumie`re e´mise peut eˆtre plus ou moins absorbe´e, ce qui permet d’obtenir
des spectres varie´s en intensite´ en fonction de l’inverse de la longueur d’onde. Ces spectres
repre´sentent l’empreinte chimique de la substance et correspondent aux e´nergies de vibration
des groupements chimiques tels que O-H, C-H, C-N, etc. En comparant avec une biblio-
the`que de re´fe´rence pre´e´tablie, il est ainsi possible de de´terminer la composition chimique de
la substance analyse´e.
Figure 1.14 Principe de fonctionnement du FTIR
1.6.6 Analyse e´le´mentaire (EA)
Figure 1.15 Principe de fonctionnement du EA
L’analyse e´le´mentaire est une me´thode essentiellement utilise´e par les chimistes dans l’ana-
lyse des compose´s organiques. La technique permet de de´terminer la fraction massique des
e´le´ments C (carbone), H (hydroge`ne), N (azote) et un autre variable X selon l’usage (sou-
vent S (soufre) ou un e´le´ment haloge´nique) 56. Le principe de fonctionnement est simple : on
bruˆle la substance a` tre`s haute tempe´rature sous oxyge`ne abondant, et tous les composants
se transforment en gaz oxyde´s. Ces gaz passent ensuite une chromatographie gazeuse qui
56. Ce dernier e´le´ment est fixe a` chaque appareil d’analyse et ne peut pas eˆtre modifie´ une fois l’appareil
construit. On parle alors de l’analyseur de type CHN, de CHNS, de CHNCl, etc. L’appareil disponible dans
le pre´sent projet de recherche est de type CHNS.
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permet de se´parer et quantifier les produits d’oxydation : CO2, H2O, NO2 et SO2 (ou Xn si
le module de´tecte un e´le´ment haloge´nique). Ainsi, on peut obtenir la fraction massique de
chaque composant C, H, N et X.
L’avantage de cette me´thode est qu’elle permet de quantifier la composition chimique
de l’e´chantillon. Par contre, elle ne donne aucune information sur la structure chimique de
l’e´chantillon, ce qui peut rendre les interpre´tations difficiles dans certains cas. De ce point de
vue, FTIR est une me´thode plutoˆt qualitative qui est comple´mentaire a` EA.
1.6.7 Calorime´trie diffe´rentielle (DSC)
Figure 1.16 Principe de fonctionnement du DSC
La calorime´trie diffe´rentielle est une me´thode thermoanalytique courante. La figure 1.16
re´sume le principe de fonctionnement. Dans une chambre ferme´e, on place le produit a` analy-
ser dans une cupule en aluminium sur un syste`me de thermome`tre et de re´sistance e´lectrique
chauffante. La meˆme cupule vide servant de re´fe´rence est place´e sur un meˆme syste`me voisin.
On introduit alors un flux gazeux d’azote afin de garder un milieu inerte. Une lampe chauf-
fante est ensuite de´marre´e pour augmenter la tempe´rature de la chambre de fac¸on line´aire.
Les re´sistances (chauffages) en-dessous des produits d’analyse (e´chantillon et re´fe´rence) main-
tiennent continuellement leur tempe´rature au meˆme niveau que celle de la chambre : si le
thermome`tre de´tecte une baisse de tempe´rature du produit d’analyse par rapport a` la tem-
pe´rature de la chambre, la re´sistance e´lectrique fournira de l’e´nergie. On obtient donc la
diffe´rence entre les e´nergies fournies a` la re´fe´rence et a` l’e´chantillon a` analyser en fonction de
la tempe´rature ambiante de la chambre, qui sera pre´sente´ a` l’e´cran apre`s traitement de don-
ne´es. Autrement dit, l’appareil trace le profil thermique (la chaleur apporte´e) de l’e´chantillon.
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Quand une substance est en transition de phase, par exemple d’un solide a` un liquide, elle
absorbe davantage de chaleur (phe´nome`ne endothermique) – la diffe´rence en e´nergie fournie
(entre la substance et la re´fe´rence) pour combler ce manque est exprime´e par un pic dans la
courbe, dont la tempe´rature en abscisse correspond au point de fusion 57. Si la transition de
phase est exothermique, c.-a`-d. qui libe`re de la chaleur, le pic apparaissant a` l’e´cran pointe
vers le haut, contrairement a` la transition endothermique 58. Pour une substance donne´e,
plus la tempe´rature de fusion est e´leve´e, plus l’e´nergie de liaison du cristal est e´leve´e, car plus
d’e´nergie est ne´cessaire pour de´truire l’organisation stable des re´seaux atomiques. De meˆme,
l’enthalpie de fusion peut eˆtre de´termine´e a` partir de l’aire sous le pic. Plus cette valeur
est e´leve´e, plus la substance est cristalline. Il est alors possible d’estimer le pourcentage de
cristallinite´ en comparant l’enthalpie de fusion d’un e´chantillon a` une re´fe´rence de la meˆme
substance dont la structure cristalline est connue.
1.6.8 Diffraction par Rayon X (XRD)
Figure 1.17 Principe de fonctionnement du XRD
La technique de XRD est fre´quemment utilise´e pour de´terminer la structure cristalline des
mate´riaux. Cette technique se base sur la diffraction des rayons-X lorsqu’ils rencontrent des
plans atomiques dans des mate´riaux cristallins. La source e´met les rayons-X sur le mate´riau
a` un angle d’incidence 59 appele´ theta, qui varie line´airement et en continuite´ entre les deux
valeurs extreˆmes de l’angle de´finies par l’utilisateur. Quand l’angle d’incidence correspond
57. La tempe´rature de fusion est calcule´e par l’intersection de la tangente du point d’inflexion avec la ligne
de base x.
58. Le sens des pics endo- ou exothermiques peut varier selon les appareils. Un appareil diffe´rent que celui
utilise´ dans le projet peut tracer un pic pointant vers le bas pour une transition exothermique et un vers le
haut pour une transition endothermique.
59. L’angle d’incidence ici est mesure´ par l’angle entre le rayon incident et le plan horizontal de la plaque
support de l’e´chantillon. L’e´chantillon e´tant de la poudre, on suppose qu’il y a suffisamment de particules
ayant des plans atomiques paralle`les au plan horizontal du support.
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a` l’angle de Bragg 60 d’un plan atomique, la diffraction a lieu et les rayons diffracte´s se
dirigent vers une direction syme´trique par rapport a` la normale du plan atomique. Ces rayons
diffracte´s sont de´tecte´s et analyse´s par le re´cepteur, qui peut eˆtre statique ou mobile 61.
On voit donc a` l’e´cran les pics a` haute intensite´, qui correspondent aux diffe´rents plans
atomique du mate´riaux, en fonction de l’angle 62. En comparant ces pics avec des standards,
on pourra de´terminer l’orientation du re´seau atomique du cristal, la pre´sence des inclusions,
voire de´terminer des composants inconnus dans un mate´riau.
1.6.9 Analyse in vitro de la cine´tique de dissolution
Afin d’e´valuer la dissolution des me´dicaments, la pharmacope´e ame´ricaine (79) propose
divers appareils de test de la cine´tique de dissolution. Pour les me´dicaments solides, sous
forme de comprime´, de capsules et de suspension, les appareillages de « type 1 » et de « type
2 » sont recommande´s. L’appareillage (de type) 2 est souvent le premier choix graˆce a` sa
reproductibilite´ (plus facile que l’appareillage 1) et son acceptation ge´ne´rale.
Figure 1.18 Principe de fonctionnement du test de cine´tique de dissolution (USP apparatus
2)
Le fonctionnement de l’appareil de type 2 est sche´matise´ ci-dessous. Une quantite´ de
me´dicament sous forme solide est de´pose´e dans un re´cipient contenant un liquide. Celui-ci
peut eˆtre de l’eau pure, une solution de NaCl a` 0,9% (liquide physiologique) ou des solutions
tampons a` diffe´rents pH. Le me´dicament est me´lange´ dans le liquide continuellement. Avec
une fre´quence pre´-de´termine´e, par exemple a` 5, 10, 30 et 60 minutes apre`s le de´poˆt initial du
60. La loi de Bragg de´termine des angles pour la diffraction cohe´rente, ou` les ondes sont en phase, rendant
l’intensite´ de diffraction e´leve´e. Si l’angle d’incidence n’e´quivaut pas a` l’angle de Bragg, les ondes diffracte´es
par les plans atomique paralle`les arrivent alors en de´phasage. Aucune diffraction ne sera donc de´tecte´e.
61. Ge´ne´ralement le re´cepteur mobilise de fac¸on syme´trique par rapport a` la normale que la source RX
(angle de re´ception = angle incident = theta). On parle alors de la technique angle 2-theta. Si l’e´chantillon
est une couche mince de mate´riau, on peut utiliser la technique d’angle rasant, ou` le re´cepteur est statique,
pour une diffe´renciation plus de´licate.
62. L’angle est exprime´ conventionnellement en 2-theta.
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me´dicament, une portion du me´lange est pre´leve´e et filtre´e. On quantifie ensuite la concen-
tration du me´dicament dissous. Ainsi, on peut obtenir une courbe qui de´crit le pourcentage
du me´dicament dissous en fonction du temps.
1.7 Proposition de recherche
L’hypothe`se de recherche du pre´sent projet est que la technique de fragmentation
laser femtoseconde permet de produire des nanocristaux de naproxe`ne et des microcristaux
du DPB, avec des effets minimes sur leurs proprie´te´s physico-chimiques.
L’objectif principal du projet est de fabriquer par fragmentation laser femtoseconde des
nanocristaux de naproxe`ne et des microcristaux de DPB dans un environnement aqueux, et
d’e´valuer les changements des proprie´te´s physico-chimiques et les transformations polymor-
phiques par les techniques de caracte´risation pre´sente´es dans la section pre´ce´dente.
Cet objectif principal peut eˆtre atteint en re´alisant quatre objectifs spe´cifiques :
– de´terminer les conditions optimales de fabrication ;
– e´tudier les impacts du proce´de´ laser sur les proprie´te´s physico-chimiques des me´dica-
ments micro/nanonise´s ;
– comparer la taille des particules fabrique´es par la fragmentation laser et par la technique
conventionnelle ;
– si possible, e´valuer in vitro l’ame´lioration de la biodisponibilite´ apre`s micro/nanonisation.
44
CHAPITRE 2
ME´THODOLOGIE EXPE´RIMENTALE
Afin de ve´rifier les hypothe`ses de recherche, pour chaque me´dicament, les e´tapes suivantes
ont e´te´ effectue´es :
1. Production de micro/nanoparticules en modifiant les parame`tres de fabrication : la
puissance du laser, le volume et la concentration de la suspension, la dure´e du traitement
et la pre´sence d’un surfactif dans le milieu.
2. Une e´tude de criblage par DLS et par HPLC pour mesurer respectivement la taille
moyenne des particules et leur purete´ chromatographique.
3. Parmi toutes les conditions, cibler les plus optimales, pour lesquelles la purete´ des
particules est relativement e´leve´e mais la taille moyenne est petite.
4. Confirmer la distribution de taille des particules des suspensions choisies par LD et par
SEM. Cette e´tape valide la premie`re hypothe`se que la fragmentation laser permet de
fabriquer les particules de taille micro/sous-microme´trique.
5. E´valuer la de´gradation du me´dicament apre`s traitement laser par un bilan de masse.
6. Lyophiliser les suspensions choisies afin d’obtenir des micro/nanoparticules se`ches.
(C’est une me´thode connue pouvant conserver la morphologie originale des particules
solides apre`s se`chage.)
7. Analyser ces poudres se`ches par les techniques de caracte´risation physico-chimiques :
FTIR, XRD, EA et DSC. Cette e´tape valide la deuxie`me hypothe`se que le proce´de´ laser
induit des transformations physico-chimiques minimes.
8. E´valuer la cine´tique de dissolution des suspensions micro/nanonise´es par l’appareillage
de USP de type 2. Cette e´tude est ade´quate seulement pour le naproxe`ne et non pour
le DPB, car celui-ci est administre´ par la voie pulmonaire.
Ces e´tapes sont re´sume´es dans le sche´ma suivant (cf. figure 2.1, p. 45). Au cours des sections
suivantes, les parame`tres utilise´s et les de´tails pertinents de chaque e´tape seront de´crits.
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Figure 2.1 Re´sume´ de la me´thodologie de recherche
2.1 Mate´riel utilise´
Le naproxe`ne (> 98%) a e´te´ fourni par AK Scientific, Inc. (Mountain View, CA, E´tats-
Unis). Le DPB (> 99%) a e´te´ achete´ chez Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, E´tats-Unis). Le
poloxamer 188 (Pluronic R© F-68, un polyme`re surfactif non-ionique) a e´te´ fourni par BASF
(Mississauga, ON, Canada). Les billes d’oxide de zircone (stabilise´es a` l’yttrium) de diame`tre
de 0,8 mm pour le broyage me´canique ont e´te´ achete´es de Glenmills (Clifton, NJ, E´tats-Unis).
Toutes les solutions et les suspensions ont e´te´ pre´pare´es avec de l’eau de´sionise´e (18,2 MΩ·cm)
ge´ne´re´e par le syste`me de Millipore Milli-Q (Bedford, MA, E´tats-Unis). Le me´thanol utilise´
e´tait de grade HPLC et a e´te´ fourni par JT Baker (Philipsburg, NJ, E´tats-Unis). L’acide
ace´tique glacial a e´te´ fourni par Fisher Scientific (Nepean, ON, Canada).
2.2 Fabrication de micro/nanosuspension a` diffe´rentes conditions
Le laser femtoseconde (Ti :sapphire, Hurricane laser, Newport Corporation, Mountain
View, CA, E´.-U.) fournit une irradiation a` 800 nm avec des impulsions de 120 fs et une
fre´quence de 1 kHz. Le foyer de la lentille utilise´e est de 100 mm.
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Les suspensions ont e´te´ pre´pare´es en de´posant un volume d’eau de´sionise´e (ou de solution
de surfactif) dans une fiole contenant de la poudre de me´dicament pese´e avec pre´cision (jus-
qu’a` ± 0,01 mg). Chaque suspension a e´te´ homoge´nise´e par ultrasonication pendant 30-40
min avant la fragmentation par laser.
Figure 2.2 Montage du syste`me : fragmentation verticale (gauche) et late´rale (droite)
Deux types de montage peuvent eˆtre utilise´s. Dans le montage de fragmentation verticale
de´crit dans le sche´ma (cf. figure 2.2, p. 46) a` gauche, la suspension est place´e en dessous d’un
faisceau laser. Le foyer du faisceau se situe environ 2-3 mm en dessous de la surface liquide,
ou` une lumie`re blanche est ge´ne´re´e. Dans le montage de fragmentation late´rale, repre´sente´
a` droite, le foyer du faisceau se situe a` l’inte´rieur des parois en verre. Les suspensions sont
agite´es a` une vitesse de 300-400 rpm (tours par minute).
Les conditions utilise´es sont sche´matise´es ci-dessous (cf. figure 2.3, p. 47). Pour le na-
proxe`ne, les puissances de laser teste´es e´taient 50, 100, 250 et 400 mW, avec des concentra-
tions faible (0,5 mg/mL) et e´leve´e (2,5 mg/mL), dans 2 mL ou 10 mL d’eau. Pour le DPB,
les puissances ont e´te´ 50, 100, 200, 300 et 400 mW, avec des concentrations de 0,5 et de 2
mg/mL, dans 2 ou 10 mL d’eau. Les suspensions ayant un volume de 2 mL ont e´te´ irradie´es
pendant 30 min, et celles de 10 mL a` 0,5 mg/mL pendant 1 h. Pour les suspensions de 10
mL a` 2,5 mg/mL, les suspensions ont toutes e´te´ irradie´es a` 50 ou a` 100 mW, mais pendant
une dure´e variant entre 3 h et 24 h. Pour chaque concentration/volume donne´, une suspen-
sion qui n’est pas irradie´e a servi de controˆle. Chaque combinaison (concentration/ volume/
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puissance/ dure´e) a e´te´ re´pe´te´e a` trois reprises afin d’avoir une ide´e de la variabilite´.
Pour le naproxe`ne, les deux montages (fragmentation verticale et late´rale) ont e´te´ e´tudie´s.
Pour le DPB, seulement le montage vertical a e´te´ utilise´. Les suspensions de naproxe`ne
pre´pare´es dans la solution de poloxamer (0,8% 1) ont e´te´ compare´es avec les suspensions dans
l’eau pure pour les conditions de 2 mL et de 10 mL a` une concentration de 0,5 mg/mL.
Figure 2.3 Les diffe´rentes combinaisons de parame`tres e´tudie´s
2.3 Syste`mes d’analyse et de caracte´risations physico-chimiques
Les syste`mes suivants ont e´te´ utilise´s pour e´tudier la taille et la purete´ :
– DLS : Malvern Zetasizer NanoSeries NanoZS. L’angle constant a e´te´ fixe´ a` 173◦. Chaque
mesure a e´te´ effectue´e en triplicata sur une suspension non dilue´e dans une cuvette
jetable a` faible volume a` 25 ◦C. La taille moyenne (Z average) et la largeur de la
distribution (PDI) ont e´te´ obtenues.
– HPLC : mode`le de Shimadzu Liquid Chromatograph. Les colonnes utilise´es e´taient
Eclipse XDB-C18 4,6 mm x 15 cm 3,5µ de Zorbax Columns. Le naproxe`ne a e´te´ analyse´
dans une phase mobile de me´thanol (75%) / acide ace´tique a` 0,2% (v :v) (25%) a` 40 ◦C.
1. La concentration des solutions de surfactif est calcule´e par poids/volume, soit 0,8 mg/mL. Idem pour les
concentrations mentionne´es dans les pages suivantes, sauf indication contraire. Cette concentration, conside´re´e
optimale, a e´te´ de´termine´e apre`s plusieurs essais lors des e´tudes ante´rieures sur l’ace´tate de me´gestrol et sur
le paclitaxel. Cependant, une petite variation (< ± 10%) de la concentration de la solution du surfactif
n’influence peu la taille de particule et le niveau de de´gradation du me´dicament.
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La longueur d’onde de la lampe UV e´tait de 222 nm et le temps de re´tention e´tait de 2,87
min. Chaque suspension de naproxe`ne a e´te´ dilue´e a` 0,25 mg/mL dans du me´thanol.
Le DPB a e´te´ analyse´ dans une phase mobile de me´thanol (75%) / eau (25%) a` 25 ◦C.
La longueur d’onde de de´tection e´tait de 242 nm et le temps de re´tention 5,98 min.
– LD : Horiba LA-950 particle size distribution analyzer (avec adapteur pour petits vo-
lumes (30 mL)) de Horiba Instruments, Inc. a e´te´ utilise´ pour mesurer la distribution
de taille du naproxe`ne et LS 13 320 Particle Size Analyzer de Beckman Coulter pour
le DPB. L’indice complexe de re´fraction utilise´e e´tait 1,55 - i0,1. Le dispersant du
naproxe`ne e´tait une solution sature´e de naproxe`ne, et celui du DPB e´tait de l’eau de´s-
ionise´e. Un mode`le base´ sur la the´orie de Mie a e´te´ utilise´ pour extraire la distribution
en taille sur les deux syste`mes.
– SEM : Hitachi FE-MEB S-4700. La tension d’e´mission utilise´e variait entre 1 et 3 keV
avec un courant de 10-20 µA. Pour pre´parer l’e´chantillon a` visualiser, une goutte de
suspension a e´te´ de´pose´e sur un substrat de silicone, et le tout a e´te´ se´che´ pendant plus
de 12 h dans un dessiccateur sous vide.
Pour analyser les propre´te´s physico-chimiques, les suspensions ont e´te´ lyophilise´es 2 pendant
au moins 72 h. Les suspensions contenant du surfactif ont e´te´ traite´s par ultracentrifugation 3.
Les poudres lyophilise´es ont e´te´ analyse´es avec les syste`mes suivants :
– FTIR : Bio-Rad Excalibur Series spectrometer FTS3000, avec une re´solution de 4 cm-1
dans l’intervalle de 400-4000 cm-1. La technique du bromure de potassium (KBr) a e´te´
applique´e : 2 mg de poudre de me´dicament me´lange´ avec 150 mg de KBr, et le tout
broye´ avec pilon et mortier. Une pastille est obtenue en compressant le me´lange.
– EA : Costech ECS4010 elemental analyzer. Le pourcentage moyen des e´le´ments C, H,
N et S a e´te´ calcule´ sur deux replicas. Dans le cas du naproxe`ne, l’e´le´ment O a e´te´
calcule´ par la soustraction (1 moins la somme des pourcentages de C, H, N, S), car la
substance ne contient pas d’autres e´le´ments. Dans le cas du DPB, la composition de
(O+Cl) a e´te´ calcule´e de la meˆme fac¸on 4.
– XRD : X’Pert X-ray PANAlytical diffractometer. La me´thode d’angle rasant a e´te´
utilise´e (ω = 2◦). Environ 10 mg-15 mg de la poudre lyophilise´e (poids non controˆle´) a
e´te´ analyse´e a` une vitesse de rotation (2θ/s) de 0,02◦ entre 5-40◦.
2. La lyophilisation consiste a` sublimer la glace d’un e´chantillon pre´alablement congele´. De cette fac¸on, les
particules sont se´che´es tout en conservant la meˆme morphologie que dans la suspension avant la conge´lation.
3. Nettoyage par ultracentrifugation : 17400 g, 15 min. Le surnageant est remplace´ par l’eau de´sionise´e.
Ce nettoyage a e´te´ re´pe´te´ trois fois.
4. Le DPB contient l’e´le´ment Cl (chlore). Par la soustraction, il n’est pas possible de distinguer la pre´sence
de chlore par rapport a` celle de l’oxyge`ne.
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– DSC : Perkin Elmer DSC 7. Entre 1,5 et 2 mg d’e´chantillons ont e´te´ enveloppe´s dans
une capsule d’aluminium et analyse´s sous un flux d’azote de 20 mL/min. Les capsules
d’e´chantillon et de la re´fe´rence ont e´te´ chauffe´es de 25 ◦C a` 170 ◦C (naproxe`ne) ou a`
210 ◦C (DPB), a` une vitesse de 5 ou 10 ◦C/min respectivement.
2.4 Bilan de masse
Le bilan de masse (mesure de la teneur) a e´te´ effectue´ comme me´thode comple´mentaire
a` la purete´ chromatographique. Pour ce faire, le me´thanol a e´te´ rajoute´ directement dans la
suspension apre`s le traitement au laser et le me´lange a e´te´ bien agite´ pour une dissolution
comple`te. La concentration du me´lange a e´te´ ensuite mesure´e par le HPLC selon une courbe
de calibration (R2 > 0,99) 5.
2.5 Broyage me´canique
Pour fin de comparaison, des e´chantillons de re´fe´rence ont e´te´ produits par broyage hu-
mide, graˆce au montage pre´sente´ a` la figure 2.4. Pour e´valuer la performance de la technique
laser par rapport a` celle du broyage humide, trois e´chantillons avec du naproxe`ne en faible
quantite´ ont e´te´ teste´s. 100 mg de naproxe`ne et 5 mL de billes ont e´te´ me´lange´s dans trois
bouteilles de 20 mL. Le milieu liquide contenu dans les trois bouteilles e´tait 5 mL de solution
(dans l’eau de´sionise´e) de poloxamer 188 (1%), de poloxamer 188 (1%) + SDS (0,2%) et de
hydroxypropyl cellulose (HPC) (SL) (1%) respectivement. Toutes les bouteilles ont e´te´ mises
en rotation pendant 48 h a` une vitesse de 200 rpm.
Pour le test de dissolution, deux suspensions de naproxe`ne en plus grande quantite´ ont
e´te´ broye´es en milieu aqueux de fac¸on suivante : une bouteille de 30 mL avec 10 mL de billes,
150 mg de me´dicament et 7,5 mL de solution aqueuse de poloxamer 188 (0,8%). La rotation
e´tait fixe´e a` 70 rpm pendant 72 h. Toutes les suspensions apre`s le broyage ont e´te´ re´cupe´re´es
a` l’aide d’une seringue et filtre´es avec un filtre de 1,0 µm. Les particules broye´es ont e´te´
nettoye´es par centrifugation (cf. note 3, p. 48) pre´ce´dant les analyses au SEM et au XRD.
Pour le DPB, les conditions de broyage humide sont les meˆmes que celles relatives au
naproxe`ne pour le test de dissolution 6. Le DPB a e´te´ broye´ pour confirmer que le contact
5. Concentrations utilise´es pour les points standards sont : 0,1-0,4 mg/mL a` intervalle 0,05 mg/mL pour
le naproxe`ne (7 points) et 0,02-0,1 mg/mL a` intervalle 0,02 mg/mL pour le DPB (5 points).
6. C’est la condition utilise´e par Sylvestre et al. (64) : 150 mg de me´dicament, 10 mL de billes et 7,5 mL
de solution de poloxamer (0,8%) dans une bouteille de 30 mL, mise en rotation pendant 72 h a` une vitesse
de 70 rpm.
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Figure 2.4 Montage simplifie´ du broyage humide a` billes utilise´ comme re´fe´rence
avec l’eau peut cre´er une forme hydrate du me´dicament (cf. section 4.4.1, p. 71).
2.6 Test de dissolution
Les e´tudes sur la performance in vitro ont e´te´ re´alise´es en utilisant l’appareil Distek 2100A
avec la me´thode de USP Apparatus 2 (pale). La vitesse a e´te´ fixe´e a` 50 rpm et la tempe´rature
du bain a` 22 ± 1 ◦C 7. Le milieu de dissolution consiste en 900 mL d’eau de´sionise´e. La poudre
originale du naproxe`ne, une nanosuspension produite par broyage me´canique et une autre par
fragmentation laser ont e´te´ teste´es. Toutes les suspensions ont e´te´ pre´pare´es dans une solution
de poloxamer 188 (0,8%). La quantite´ de´pose´e au de´part correspond a` 5 mg de naproxe`ne, et
a` chaque intervalle de temps, un pre´le`vement de 1 mL du milieu a e´te´ filtre´ (diame`tre = 0,02
µm). La concentration a e´te´ ensuite de´termine´e par HPLC. Les expe´riences ont e´te´ effectue´es
en duplicata et la condition « sink » a e´te´ respecte´e.
7. La tempe´rature a e´te´ fixe´e a` 22 ◦C pour mieux e´valuer la cine´tique de dissolution. A` 37 ◦C, la dissolution
a e´te´ trop rapide pour observer une diffe´rence e´vidente entre les nanosuspensions et la suspension non broye´e.
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CHAPITRE 3
NANONISATION PAR FRAGMENTATION LASER DU NAPROXE`NE
3.1 Criblage : taille et purete´ chromatographique
Dans cette partie, les re´sultats de la taille des particules du naproxe`ne et leur niveau
d’impurete´ apre`s la fragmentation sont pre´sente´s. Le naproxe`ne a e´te´ e´value´ :
– apre`s fragmentation par laser dans l’eau pure ;
– en utilisant une faible e´nergie a` longue dure´e ;
– en rajoutant un agent stabilisant dans le milieu ;
– en ayant recours a` deux montages laser diffe´rents.
3.1.1 Effets du laser : l’augmentation de l’e´nergie e´mise entraˆıne la diminution
de taille et de purete´ des particules
Le tableau 3.1 pre´sente la taille des particules, la polydispersite´ (PDI) (mesure´es par
DLS) et le pourcentage d’impurete´ chromatographique (mesure´ par HPLC). Les controˆles
sont des suspensions pre´pare´es et sonique´es de la meˆme fac¸on, mais sans aucun traitement
au laser. La fragmentation a e´te´ re´alise´e par le montage vertical. Selon ce tableau, on peut
conclure que la taille des particules est re´duite lorsque la puissance du laser augmente, mais
le pourcentage d’impurete´ augmente e´galement. La condition correspondant a` 2,5 mg/mL
pre´sente une variation de taille relativement importante, probablement due a` une agitation
insuffisante pour cette concentration e´leve´e.
La nanonisation conventionnelle du naproxe`ne est le broyage me´canique en milieu humide,
qui consiste a` casser les particules par le contact avec des billes lors de la rotation durant
de longues heures. De cette fac¸on, l’e´nergie rec¸ue par les particules est relativement faible.
Le tableau 3.2 montre les re´sultats obtenus par une fragmentation laser a` une (relativement)
faible e´nergie pendant plusieurs heures. La taille micro/nanome´trique a e´te´ obtenue, mais il
ne semble pas y avoir d’ame´lioration significative quant a` la quantite´ d’impurete´ par rapport
a` des traitements plus courts a` e´nergie plus e´leve´e.
Les conditions (a) 0,5 mg/mL, 2 mL, 30 min, 400 mW ; (b) 0,5 mg/mL, 10 mL, 1h, 250 mW
et (c) 2 mg/mL, 10 mL, 12h, 50 mW ont e´te´ se´lectionne´es 1 pour des e´tudes plus de´taille´es.
1. La condition (a) produit la plus petite taille de particules nanome´triques. La de´gradation de cette
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La condition (a) repre´sente la nanonisation, les conditions (b) et (c) la micronisation.
Tableau 3.1 Taille et pourcentage d’impurete´ chromatographique du naproxe`ne fragmente´
dans l’eau pure. (Valeur moyenne ± e´cart-type ; n = 3.)
Condition Puissance Taille moyenne PDI Impurete´
(mW) ( nm ) ( % )
suspension sans 0 4570 ± 2070 0,6 ± 0,3 1,2 ± 0,4
traitement laser
0,5 mg/mL, 50 1060 ± 170 0,5 ± 0,2 3,0 ± 0,4
2 mL, 30 min 100 960 ± 330 0,4 ± 0,2 2,3 ± 0,4
250 560 ± 120 0,3 ± 0,1 4,5 ± 2,0
400 (a) 500 ± 100 0,3 ± 0,1 7,3 ± 3,2
2,5 mg/mL, 50 2980 ± 1720 0,7 ± 0,3 1,4 ± 0,2
2 mL, 30 min 100 2000 ± 990 0,5 ± 0,2 1,7 ± 0,4
250 1040 ± 620 0,8 ± 0,2 2,7 ± 1,2
400 1380 ± 1240 0,5 ± 0,2 2,7 ± 2,0
0,5 mg/mL, 50 3920 ± 2020 0,8 ± 0,3 1,2 ± 0,4
10 mL, 1 h 100 3010 ± 1100 0,7 ± 0,3 1,5 ± 0,7
250 (b) 1100 ± 380 0,5 ± 0,3 1,9 ± 0,6
400 760 ± 180 0,4 ± 0,1 2,5 ± 0,3
Tableau 3.2 Taille et pourcentage d’impurete´ chromatographique du naproxe`ne fragmente´ a`
2 mg/mL, 10 mL. (Valeur moyenne ± e´cart-type ; n = 3.)
Condition Dure´e Taille moyenne PDI Impurete´
(h) ( nm ) ( % )
50 mW 6 970 ± 70 0,4 ± 0,1 2,1 ± 0,2
50 mW 12 (c) 810 ± 150 0,6 ± 0,2 2,5 ± 1,2
100 mW 3 1130 ± 170 0,4 ± 0,1 1,8 ± 0,1
25 mW 24 1000 ± 370 0,4 ± 0,1 2,0 ± 0,3
condition est la plus e´leve´e (le « pire sce´nario »), ce qui permet d’identifier au maximum les transforma-
tions physicochimiques par la suite. Les conditions (b) et (c) produisent toutes les deux des microparticules,
car selon les expe´riences empiriques, une taille moyenne de 1 µm mesure´e par DLS correspond plutoˆt une
distribution de 1-5 µm par LD.
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3.1.2 Effet du milieu aqueux : l’ajout d’un surfactif apporte peu d’ame´lioration
Le tableau 3.3 montre les re´sultats du naproxe`ne fragmente´ selon les meˆmes parame`tres
que le tableau 3.1 dans un milieu de solution de poloxamer 188 (0,8% dans l’eau de´sionise´e).
La tendance est semblable a` celle observe´e dans l’eau pure. On remarque que la majorite´ des
conditions ont une distribution en taille (valeur moyenne ± l’e´cart-type) similaire, et l’ajout
du surfactif n’apporte pas d’ame´lioration e´vidente. Dans certains cas, la taille moyenne et
le niveau d’impurete´ sont plus e´leve´s pour les e´chantillons avec surfactif. Tenant compte du
nombre d’e´chantillons (n = 3) et la grande variation, il est difficile de quantifier statistique-
ment la diffe´rence entre les e´chantillons avec ou sans surfactif.
Dans le cas du broyage me´canique, la pre´sence d’un surfactif est obligatoire afin de dimi-
nuer la tension de surface entre les particules, qui autrement vont s’agglome´rer. Dans le cas de
la fragmentation laser, les particules produites semblent stables contre l’agglome´ration 2, que
ce soit avec ou sans surfactif, ce qui sugge`re que l’interaction entre le laser et les particules a
possiblement modifie´ la surface des particules (en les rendant plus hydrophiles) et les a ainsi
stabilise´es. Ce point sera revisite´ plus tard dans le me´moire.
3.1.3 La direction du faisceau laser incident (verticale ou late´rale) a peu d’effet
Le tableau 3.4 de´voile les re´sultats obtenus par le montage late´ral. Le foyer du laser a
e´te´ place´ au milieu des parois en avant et en arrie`re. Aucune ame´lioration sur la taille ou
sur l’impurete´ n’est observe´e (de fac¸on qualitative). Le type de montage a peu d’effet sur
la performance de la fragmentation. Encore une fois, quantifier la diffe´rence statistique est
difficile, duˆ au faible nombre d’e´chantillons et a` la grande variation des valeurs. Le montage
vertical a e´te´ choisi pour continuer l’e´tude car il ne ne´cessite pas d’alignement avant le
proce´de´ 3. Il est a` noter que pour des applications ou` un laser a` haute puissance est utilise´,
par exemple un laser nanoseconde (voir (64)), il peut eˆtre avantageux d’utiliser un montage
avec un faisceau incident late´ral afin d’e´viter les e´claboussures du liquide sur la surface de la
suspension.
2. Selon des observations visuelles et des mesures par DLS des e´chantillons fragmente´s et entrepose´s
pendant plus que 6 mois. Cependant, outre que la mesure de taille par DLS et de l’impurete´ par HPLC,
aucune e´tude quantitative n’a e´te´ effectue´e pour e´valuer la stabilite´ des particules fragmente´es.
3. Dans le tableau 3.4, les impurete´s sont relativement plus e´leve´es que celles dans le tableau 3.1, mais
avec plus de variations . Cela pourrait eˆtre duˆ a` un mauvais alignement du laser.
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Tableau 3.3 Taille et pourcentage d’impurete´ chromatographique du naproxe`ne fragmente´
dans une solution de poloxamer. (Valeur moyenne ± e´cart-type ; n = 3.)
Condition Puissance Taille moyenne PDI Impurete´
(mW) ( nm ) ( % )
suspension sans 0 5600 ± 1930 0,6 ± 0,3 1,1 ± 0,2
traitement laser
0,5 mg/mL, 50 1050 ± 130 0,3 ± 0,0 3,1 ± 0,6
2 mL, 30 min 100 1000 ± 200 0,3 ± 0,1 2,6 ± 0,7
250 1280 ± 740 0,4 ± 0,3 2,6 ± 0,8
400 680 ± 220 0,2 ± 0,1 7,0 ± 5,5
2,5 mg/mL, 50 2310 ± 1020 0,4 ± 0,2 1,3 ± 0,1
2 mL, 30 min 100 1550 ± 270 0,4 ± 0,1 2,1 ± 0,3
250 1520 ± 860 0,4 ± 0,1 2,1 ± 0,6
400 1040 ± 290 0,3 ± 0,1 3,2 ± 2,0
0,5 mg/mL, 50 2750 ± 970 0,5 ± 0,3 1,3 ± 0,5
10 mL, 1 h 100 1680 ± 230 0,4 ± 0,2 1,4 ± 0,2
250 980 ± 100 0,3 ± 0,1 2,0 ± 0,4
400 880 ± 100 0,3 ± 0,0 2,5 ± 0,1
Tableau 3.4 Taille et pourcentage d’impurete´ chromatographique du naproxe`ne fragmente´
par le montage late´ral. (Valeur moyenne ± e´cart-type ; n = 3.)
Condition Puissance Taille moyenne PDI Impurete´
(mW) ( nm ) ( % )
0,5 mg/mL, 50 1340 ± 220 0,5 ± 0,1 4,4 ± 2,2
2 mL, 30 min 100 1500 ± 940 0,6 ± 0,2 6,7 ± 6,1
250 540 ± 100 0,4 ± 0,1 8,6 ± 6,0
400 710 ± 210 0,5 ± 0,2 5,8 ± 2,4
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3.2 Ve´rification de la taille des particules
Les particules de naproxe`ne ont e´te´ produites en plus grande quantite´ selon les conditions
se´lectionne´es (a) 0,5 mg/mL, 2 mL, 30 min, 400 mW ; (b) 0,5 mg/mL, 10 mL, 1h, 250 mW et
(c) 2 mg/mL, 10 mL, 12h, 50 mW. Ces particules ont e´te´ ensuite analyse´es par LD et SEM
afin de ve´rifier leur taille, mesure´e pre´ce´demment par la DLS.
3.2.1 Les analyses par LD montrent que la taille est re´duite a` l’e´chelle mi-
cro/nanome´trique
Figure 3.1 Distribution de taille des particules de naproxe`ne par LD
La figure 3.1 montre la distribution de la taille des particules mesure´ par l’appareil LD
d’Horiba. La taille de la suspension de controˆle sans traitement laser est centre´e a` environ 10
µm, et une distribution de 1 a` 50 µm. Selon le graphique, les particules micro/nanome´triques
ont e´te´ produites dans des conditions diffe´rentes de fragmentation. La technique confirme
qu’un pourcentage significatif de nanoparticules est obtenu dans la condition (a). On re-
marque aussi que la distribution de´montre un profil bimodal. Cette bimodalite´ est souvent
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pre´sente durant un proce´de´ de broyage me´canique 4, mais peut aussi eˆtre explique´e par le fait
que l’agitation par le barreau magne´tique n’e´tant pas comple`tement homoge`ne, une partie
des particules a possiblement eu plus de passages sous l’irradiation laser, ainsi a une taille
plus re´duite.
Toutefois, la LD estime la distribution de taille par des calculs base´s sur la diffusion de la
lumie`re par des particules. Des particules produites selon la condition (c) ont e´te´ e´galement
analyse´es par l’appareil LD de Beckman Coulter et ont de´montre´ une distribution unimodale
centre´e a` 1-2 µm avec un intervalle entre 0,4 et 10µm. Cette diffe´rence par rapport a` la figure
ci-dessus pourrait eˆtre cause´e par une diffe´rence entre les mode`les mathe´matiques utilise´es par
les deux appareils. De plus, le milieu e´tant l’eau sans surfactif, il est possible que les particules,
apre`s la nanonisation par laser, soient agglutine´es et forment de plus « grosses » particules du
point de vue de l’appareil. Ainsi, il est difficile de tirer une conclusion en se basant seulement
sur la figure 3.1. D’autres analyses avec la SEM aideront a` e´valuer la distribution de la taille.
3.2.2 Les micrographes confirment que la taille cible´e est atteinte
Selon la SEM, la majorite´ des microparticules produite par la fragmentation laser a une
taille entre 0,5 et 5 µm, et la taille des nanoparticules produite est majoritairement infe´rieure
a` 1 µm. Dans la figure 3.2, page 57, (i) montre que la taille des particules de la poudre orginale
est de l’ordre de 10 µm, (ii)-(iv) montre les particules fragmente´es selon les trois conditions
de fabrication (a)-(c).
On remarque aussi que dans la figure 3.2, le contour des particules nanonise´es (ii) et
micronise´es (iii), qui ont subi une fragmentation a` haute e´nergie pendant une courte dure´e,
est plus irre´gulier par rapport a` celui dans (i) et (iv). Cela sugge`re qu’une amorphisation peut
eˆtre cause´e par la chaleur locale pendant la de´charge d’e´nergie lors des inte´ractions laser-
matie`re. Les donne´es quantitatives seront pre´sente´es dans la prochaine section (cf. section
3.4.4, p. 61) sur cette amorphisation induite.
4. Il existe une taille minimale accessible par la technique de broyage, de´pendamment de la durete´ des
particules de me´dicament (1). Ge´ne´ralement, le pourcentage des grosses particules re´duit lorsque le temps de
broyage augmente, jusqu’a` ce que finalement la distribution devienne unimodale.
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Figure 3.2 E´lectromicrographes du naproxe`ne : (i) Naproxe`ne en suspension sans traitement ;
(ii) Naproxe`ne nanonise´ (condition a) ; (iii) Naproxe`ne micronise´ (condition b) ; (iv) Na-
proxe`ne micronise´ (condition c).
3.3 Le test en teneur indique que la de´gradation pourrait eˆtre plus e´leve´e
La teneur de´termine´e par un bilan de masse est pre´sente´e au tableau 3.5. On remarque
que les de´gradations sont plus e´leve´es que les pourcentages d’impurete´s obtenus par la HPLC.
Il est possible que certains produits de de´gradation insolubles dans le me´thanol ne soient pas
de´tecte´s par la chromatographie. Ce phe´nome`ne avait e´te´ e´galement observe´ pour l’ace´tate
de megestrol (64).
On remarque que l’e´cart-type de la condition (c) est relativement e´leve´. Il semble que
la profondeur du foyer du faisceau laser dans la suspension a un impact important sur la
performance de la fragmentation laser, surtout lorsqu’il s’agit d’une fragmentation a` longue
dure´e (12 h). Durant le projet, il e´tait difficile de calibrer cette profondeur afin d’e´valuer son
influence.
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Tableau 3.5 Teneur mesure´e par bilan de masse. (Valeur moyenne ± e´cart-type ; n = 2.)
Conditions de fragmentation Teneur (%)
Nanonisation (cond. a : 0,5 mg/mL ; 2 mL ; 400 mW ; 30 min) 77,2 ± 2,6
Micronisation (cond. b : 0,5 mg/mL ; 10 mL ; 250 mW ; 1 h) 92,0 ± 1,7
Micronisation (cond. c : 2 mg/mL ; 10 mL ; 50 mW ; 12 h) 91,2 ± 9,0
3.4 Proprie´te´s physico-chimiques
3.4.1 L’analyse par FTIR sugge`re qu’une oxydation peut avoir eu lieu lors de
la fragmentation
La figure 3.3 met en e´vidence une augmentation de la bande O-H vers 3500 cm-1 sur la
courbe des particules nanonise´es (condition a), ce qui sugge`re qu’une oxydation a eu lieu du-
rant le proce´de´. Cette modification chimique n’est cependant que peu visible dans les autres
conditions. Il est a` noter que l’e´tape de pre´-traitement des suspensions dans l’eau (ultraso-
nication et agitation) induit de´ja` une le´ge`re oxydation (visible par la le´ge`re augmentation
vers 3500 cm-1 de la courbe « suspension sans traitement » par rapport a` la courbe de la
« poudre originale »). L’intervalle entre 2000 - 500 cm-1 correspond a` la re´gion d’empreinte
(« footprint region ») de la substance et ne pre´sente pas de modification importante par
rapport a` la poudre originale, sauf dans le cas des nanoparticules, ou` les spectres semblent
eˆtre superpose´s sur un plateau entre 1500 et 800 cm-1. Cela sugge`re la pre´sence possible
d’impurete´s, qui sont cependant difficiles a` identifier 5.
5. Une augmentation du « bruit de fond » a aussi e´te´ observe´e pour l’ace´tate de me´gestrol. Des efforts ont
e´te´ faits pour l’identifier les produits d’impurete´ dans le cas de l’ace´tate de me´gestrol (64) mais sans re´sultats
convaincants (cf. section 5.1.3, p. 79).
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Figure 3.3 Analyse par FTIR du naproxe`ne : l’augmentation vers 3500 cm-1 pour la nano-
nisation (a) sugge`re une oxydation ; les conditions de micronisation ne de´montrent aucun
changement apparent.
3.4.2 Confirmation de l’oxydation induite lors du proce´de´ laser par EA
Les donne´es pre´sentes dans le tableau 3.6 indiquent une augmentation du rapport oxyge`ne
(O) / carbone (C) pour les e´chantillons traite´s selon les conditions a et b, alors que le ratio
hydroge`ne (H)/ carbone (C) reste identique pour tous les e´chantillons. Cela signifie que la
pre´sence de l’e´le´ment oxyge`ne a augmente´ dans les deux e´chantillons (cond. a et b). Ici
encore, l’e´tape d’homoge´nisation dans l’eau (ultrasonication et agitation) semble une source
d’oxydation car la suspension sans traitement contient plus d’oxyge`ne (O/C = 0,32) que la
poudre originale (O/C = 0,29).
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Tableau 3.6 Composition chimique du naproxe`ne par EA
Conditions de fragmentation C H H/C O/C
Poudre originale 72,9 6,1 0,08 0,29
Suspension controˆle 72,7 6,1 0,08 0,32
Nanonisation (cond. a) 63,4 5,3 0,08 0,49
Micronisation (cond. b) 68,5 5,9 0,08 0,37
Micronisation (cond. c) 72,3 5,8 0,08 0,31
3.4.3 L’analyse par rayons X indique la conservation de la phase cristalline
La structure cristalline du me´dicament semble eˆtre conserve´e entie`rement apre`s le proce´de´
laser. Tous les e´chantillons contiennent des phases atomiques identiques, repre´sente´es par les
pics dans la figure 3.4.
Figure 3.4 Analyses par XRD : aucun changement notable de la phase cristalline du na-
proxe`ne.
On peut remarquer que l’amplitude des pics dans la premie`re courbe (condition a) est
plus faible. Cela est duˆ au fait que le me´dicament lyophilise´ e´tait moins abondant. Pour tous
les e´chantillons traite´s au laser, certains spectres, notamment a` 21o, a` 26o et a` 33.5o, ont
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une intensite´ relativement re´duite par rapport aux pics de la suspension controˆle et de la
poudre originale. Cela sugge`re qu’une perte partielle de cristallinite´ est possible. Cependant,
les phases cristallines du naproxe`ne micro/nanonise´ ne sont pas modifie´es, car aucun nouveau
pic est apparu dans le spectrogramme des e´chantillons traite´s au laser.
3.4.4 L’analyse par calorime´trie sugge`re une amorphisation partielle possible
L’analyse par DSC montre que le point de fusion et l’enthalpie de fusion des e´chantillons
traite´s au laser ont diminue´, surtout chez le naproxe`ne nanonise´. Cette diminution peut eˆtre
cause´e par trois facteurs : la pre´sence de l’impurete´ cre´e´e lors de la fragmentation, la re´duction
de la taille de particule qui re´sulte en un ratio surface/volume plus grand et l’amorphisation
des cristaux du me´dicament. En tenant compte du re´sultat par XRD qui sugge`re la conserva-
tion de la phase cristalline, on peut faire l’hypothe`se que cette amorphisation est partielle et
se trouve sur la surface des particules. Dans les micrographes (figure 3.2), on voit que l’e´chan-
tillon micronise´ (condition c) semble visuellement plus cristallin (contour des particules plus
net) que les autres (cond a et b), ce qui correspond a` son enthalpie relative plus e´leve´e (81%)
que celle des deux autres (68% et 24%).
Tableau 3.7 Caracte´ristiques thermales du naproxe`ne par DSC
Conditions Point de fusion Enthalpie de fusion Enthalpie relative
(◦C) (J/g) (%)
Poudre originale 153,7 ± 0,1 141,0 ± 3,4 100
Suspension controˆle 150,8 ± 1,3 123,3 ± 8,9 87
Nanonisation (cond. a) 127,6 ± 1,3 33,2 ± 7,1 24
Micronisation (cond. b) 144,2 ± 0,1 96,0 ± 2,2 68
Micronisation (cond. c) 149,9 ± 2,1 114,4 ± 14,5 81
3.5 Comparaison avec le broyage me´canique
Le naproxe`ne a e´te´ broye´ dans trois milieux diffe´rents par broyage humide pour servir
de re´fe´rence. Les particules obtenues par le broyage me´canique ont toutes une taille sous-
microme´trique (tableau 3.8), avec une distribution de taille (PDI < 0,2) plus e´troite que
celle obtenue par la fragmentation laser (PDI > 0,3). La purete´ (> 98%) correspond a` la
purete´ garantie du produit. La figure 3.5 pre´sente les nanoparticules de naproxe`ne broye´
dans la solution de poloxamer 188 (1%) (premie`re condition dans le tableau 3.8. On observe
que les particules sont plus uniformes et avec un contour particulaire plus re´gulier que par
la fragmentation laser (cf. figure 3.2, p. 57, (ii)). Cela peut eˆtre explique´ de deux fac¸ons :
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premie`rement, dans le broyage humide, le me´lange continuel avec des billes « polit » les
particules du me´dicament ; deuxie`mement, lors de la fragmentation, l’irradiation laser des
particules peut cre´er des « nanoexplosions », qui sont sources de la forme irre´gulie`re des
micro/nanoparticules de me´dicament produites.
Tableau 3.8 Taille et purete´ du naproxe`ne broye´ apre`s 48 h a` 200 rpm. (Valeur moyenne ±
e´cart-type ; n = 1.)
Surfactifs Taille moyenne PDI Impurete´
( nm ) ( % )
Poloxamer 188 (1%) 255 ± 3 0,12 ± 0,03 1,2
Poloxamer 188 (1%) + SDS (0,2%) 290 ± 5 0,13 ± 0,01 2,0
HPC (1%) 437 ± 11 0,19 ± 0,05 1,4
Figure 3.5 Nanoparticules produites par broyage me´canique dans une solution de poloxamer
188.
Il est difficile de comparer les changements physico-chimiques entre les particules broye´es
me´caniquement et celles fragmente´es au laser. En effet, dans le cas du broyage me´canique, les
particules et les mole´cules du surfactif sont me´lange´es. Ainsi, le lavage par centrifugation et
resuspension est ne´cessaire. Pendant le lavage, lorsque la pre´sence des mole´cules du surfactif
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diminue, les particules de me´dicaments ont tendance a` s’agglome´rer, ce qui les rend plus
difficiles a` resuspendre. Par conse´quent, la pre´sence du surfactif est toujours possible et non
quantifiable. Les re´sultats obtenus par des me´thodes de caracte´risation physico-chimiques ne
sont donc pas fiables.
3.6 Test in vitro de la cine´tique de dissolution
Le naproxe`ne nanonise´ par la fragmentation laser a une cine´tique de dissolution similaire
a` celle des nanoparticules par le broyage humide. La figure 3.6 montre que 97% des nano-
suspensions pre´pare´es des deux fac¸ons sont dissoutes apre`s 15 min, alors que seulement 76%
de la suspension originale sans micro/nanonisation est dissoute apre`s 15 min et 91% apre`s
1 h. La cine´tique de dissolution des nanosuspensions est nettement meilleure que celle du
me´dicament original. Cette tendance avait e´te´ observe´e pour l’ace´tate de me´ge´strol (64), et
une augmentation de la biodisponibilite´ chez le rat avait ensuite e´te´ observe´e.
Figure 3.6 La cine´tique de dissolution des nanosuspensions.
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3.7 Conclusion : nanonisation par laser femtoseconde
Dans ce chapitre, les re´sultats du criblage, la taille, la de´gradation et les analyses des
proprie´te´s physico-chimiques des particules de naproxe`ne fragmente´es, ainsi qu’une compa-
raison avec la technique de re´fe´rence ont e´te´ pre´sente´s. Plusieurs conclusions peuvent eˆtre
tire´es selon diffe´rents aspects.
D’un point de vue technique, le montage (vertical ou horizontal) n’a pas d’impact impor-
tant sur la performance de la fragmentation. L’ajout d’un surfactif n’apporte pas d’ame´liora-
tion e´vidente au niveau de la taille, la de´gradation ou de la stabilite´ a` court terme (pendant
quelques mois 6). La puissance du laser, la dure´e de traitement et la quantite´ de naproxe`ne
dans la suspension sont cependant des facteurs de´terminants de la taille et de la purete´ des
particules.
Les nanoparticules de naproxe`ne ont e´te´ produites avec succe`s, ce qui a e´te´ confirme´ par
LD et SEM. Le profil de la distribution de taille est cependant bi-modal : environs deux tiers
des particules ont une taille < 500 nm, et un tiers entre 2 - 20 µm. De plus, la re´duction de
taille a e´te´ obtenue au de´triment de la purete´ des particules, qui s’e´le`ve a` 5% ou plus (impu-
rete´ chromatographique) ou 23% (par bilan de masse) lorsque la taille est sous-microme´trique.
La composition chimique des nanoparticules de naproxe`ne fragmente´ par le laser contient
plus d’oxyge`ne, qui forme probablement des groupements O-H. Cela sugge`re que le proce´de´
laser utilise´ est de nature oxydative et que les impurete´s cre´e´es sont des produits d’oxydation.
Ceci est en accord avec ce qui avait e´te´ trouve´ pour l’ace´tate de me´ge´strol (64) 7. Les parti-
cules de naproxe`ne nanonise´es sont e´galement recouvertes 8 d’une forme amorphe qui, avec
6. La taille (par DLS) et la purete´ (par HPLC) des suspensions aqueuses (sans surfactif) de naproxe`ne mi-
cro/nanonise´ par laser mesure´es apre`s quelques mois de stockage dans la tempe´rature ambiante sont similaires
que celles obtenues peu apre`s la fragmentation.
7. Pour le paclitaxel (63) et pour le DPB (cf. section 4.4.1, p. 71), les changements dans des spectrogrammes
FTIR, XRD etc. ont e´te´ attribue´s a` la pre´sence d’une forme hydrate du me´dicament. Il n’est pas impossible
que le naproxe`ne soit e´galement hydrate´ lors de la fragmentation par laser en milieu aqueux, mais les e´vidences
ne sont pas suffisantes pour confirmer cette possibilite´. Il n’existe pas de forme hydrate´e connue du naproxe`ne
et la phase cristalline du naproxe`ne n’est pas modifie´e (selon XRD). En revanche, les donne´es obtenues par
EA, FTIR et le niveau de de´gradation e´leve´ dans le cas de nanonisation sont des preuves convaincantes
pouvant appuyer l’hypothe`se que le naproxe`ne a subit une oxydation lors du proce´de´.
8. On suppose que la forme amorphe et les impurete´s sont sur la surface des particules, car les techniques
utilise´es dans ce projet ne donnent pas d’informations directes concernant la surface. Les e´tudes par la
spectrome´trie photoe´lectronique X (anglais : XPS), technique d’analyse exclusivement de la surface, ont e´te´
conduites pour l’ace´tate de me´ge´strol, et la pre´sence d’un produit d’oxydation a` la surface a e´te´ confirme´e (64).
Cette technique pre´sente cependant un couˆt trop e´leve´ pour des informations limite´es et peu contributives
pour le projet, pour eˆtre re´utilise´e dans le cas du naproxe`ne et du DPB.
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les impurete´s, ont contribue´ a` la baisse du point de fusion et de l’enthalpie de fusion du me´-
dicament. La modification de la morphologie des particules visible dans les micrographes (cf.
figure 3.2, p. 57) et la stabilite´ des suspensions micro/nanonise´es par la fragmentation sans
surfactif (cf. section 3.1.2, p. 53) sugge`rent e´galement que la nature chimique et la structure
cristalline de la surface ont puˆ eˆtre modifie´es. Toutefois, les phases cristallines du naproxe`ne
ont e´te´ conserve´es apre`s la nanonisation par laser, ce qui sugge`re qu’aucune nouvelle phase
n’a e´te´ cre´e´e lors du proce´de´ laser qui pourrait e´ventuellement modifier la structure de base
de naproxe`ne.
Les nanoparticules produites par la fragmentation laser ont une meilleure cine´tique de
dissolution in vitro, et la courbe de dissolution (cf. figure 3.6, p. 63) ressemble a` celle des
nanoparticules broye´es conventionnellement. Toutefois, la taille moyenne et l’impurete´ des
nanoparticules broye´es sont nettement plus faibles. Le broyage humide est une me´thode de
nanonisation de me´dicament bien e´tablie et reste le choix par excellence. La nanonisation
par fragmentation laser, par contre, permet de traiter des quantite´s de poudre beaucoup plus
faibles (1-10 mg vs. 100-150 mg).
Cependant, les particules micronise´es par la fragmentation laser sont moins de´grade´es
et les transformations physico-chimiques sont relativement limite´es par rapport a` celles des
nanoparticules. La micronisation par fragmentation laser semble plus prometteuse et me´rite
d’autres e´tudes sur des me´dicaments dont l’usage ne´cessite la micronisation. Le prochain
chapitre pre´sentera les re´sultats de la micronisation de DPB par fragmentation laser femto-
seconde.
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CHAPITRE 4
MICRONISATION PAR FRAGMENTATION LASER DU DIPROPIONATE
DE BE´CLOME´THASONE
Pour le me´dicament DPB, les conditions de fabrication des micro/nanosuspensions, les
e´tudes de taille et de la de´gradation ainsi que les analyses des proprie´te´s physico-chimiques
sont similaires a` celles effectue´es pour le naproxe`ne. Ainsi, dans ce chapitre, les re´sultats
seront pre´sente´s avec des descriptions succintes.
4.1 Criblage : taille et purete´ chromatographique
Le tableau 4.1 montre la taille et le niveau d’impurete´ des particules du DPB selon diffe´-
rentes conditions de fabrication. Comme les cristaux du DPB semblent me´caniquement plus
re´sistants que le naproxe`ne 1, on peut remarquer que pour une condition donne´e, la taille des
particules de DPB est supe´rieure a` celle du naproxe`ne (pour la condition (a) 0,5 mg/mL,
2 mL, 30 min, 400 mW, par exemple, la taille moyenne du naproxe`ne est 500 ± 100 nm).
La re´duction de taille et la perte en purete´ suivent la meˆme tendance : plus la puissance est
eleve´e, plus la taille est petite mais la pre´sence d’impurete´ augmente e´galement. Cependant,
la cre´ation d’impurete´ par le proce´de´ laser est relativement minime (< 3 %). Il faut noter
que la purete´ de la poudre originale (> 99%) est supe´rieure a` celle du naproxe`ne (> 98%).
On remarque aussi que pour la dernie`re condition (2 mg/mL, 10 mL, 50 mW, 20 h), la
taille moyenne est plus e´leve´e que la meˆme condition pendant 16 h. Ceci est probablement
duˆ a` une se´dimentation des grosses particules dans le temps. Aussi, comme indique´ dans la
section de description du DPB (cf. section 1.5.2, p. 32), une forme monohydrate du DPB
peut se former dans le milieux aqueux, ce qui peut e´ventuellement hausser la valeur mesure´e
de la taille moyenne. Cette forme sera discute´e dans les sections suivantes.
Trois conditions de micronisation 2 ont e´te´ se´lectionne´es pour des e´tudes plus approfon-
dies : (b) 0,5 mg/mL, 10 mL, 1 h, 400 mW ; (c) 2 mg/mL, 2 mL, 30 min, 400 mW ; (d) 2
mg/mL, 10 mL, 16 h, 50 mW. La condition (e) 2 mg/mL, 10 mL, 20 h, 50 mW a e´galement
e´te´ analyse´e pour sa taille moyenne anormale.
1. Car le point de fusion du DPB est environ 210 ◦C, ce qui est plus e´leve´ que celui du naproxe`ne, qui est
autour de 170 ◦C.
2. Toutes les conditions ont e´te´ appele´es « micronisation » car la taille moyenne se situe a` 1,0 ± 0,2 µm.
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Tableau 4.1 Taille et pourcentage d’impurete´ chromatographique du DPB fragmente´ dans
l’eau pure. (Valeur moyenne ± e´cart-type ; n = 3.)
Condition Puissance Taille moyenne PDI Impurete´
(mW) ( nm ) ( % )
suspension sans 0 7460 ± 4680 0,7 ± 0,3 0,8 ± 0,2
traitement laser
0,5 mg/mL, 50 1490 ± 170 0,3 ± 0,1 1,8 ± 0,1
2 mL, 30 min 100 1260 ± 310 0,2 ± 0,1 2,1 ± 0,5
200 1130 ± 300 0,3 ± 0,1 2,2 ± 0,7
300 1090 ± 220 0,3 ± 0,1 2,5 ± 0,5
400 (a) 1010 ± 200 0,2 ± 0,1 2,7 ± 0,5
0,5 mg/mL, 50 1610 ± 200 0,4 ± 0,2 1,0 ± 0,3
10 mL, 1 h 100 1430 ± 170 0,4 ± 0,1 1,4 ± 0,3
200 1460 ± 240 0,4 ± 0,2 1,4 ± 0,1
300 1160 ± 130 0,3 ± 0,1 1,4 ± 0,2
400 (b) 990 ± 120 0,4 ± 0,1 2,1 ± 0,8
2 mg/mL, 50 3380 ± 2630 0,4 ± 0,3 0,8 ± 0,1
2 mL, 30 min 100 1540 ± 180 0,5 ± 0,2 0,9 ± 0,1
200 2150 ± 690 0,5 ± 0,3 0,9 ± 0,1
300 1260 ± 310 0,5 ± 0,1 1,0 ± 0,1
400 (c) 1290 ± 260 0,4 ± 0,1 1,0 ± 0,1
Condition Dure´e Taille moyenne PDI Impurete´
(h) ( nm ) ( % )
2 mg/mL, 6 1300 ± 300 0,6 ± 0,2 1,0 ± 0,2
10 mL, 50 mW 12 1010 ± 310 0,6 ± 0,1 1,2 ± 0,3
16 (d) 880 ± 260 0,6 ± 0,1 1,6 ± 0,6
20 (e) 1490 ± 830 0,7 ± 0,2 1,6 ± 0,6
4.2 Taille des particules par LD et SEM
La figure 4.1 montre la distribution de taille obtenue par la LD a` diffe´rentes conditions.
Les figures 4.2 et 4.3 pre´sentent les micrographes des particules de DPB micronise´es par la
fragmentation laser.
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Figure 4.1 Distribution de taille du DPB apre`s fragmentation laser sous diverses conditions :
0,5 mg/mL, 10 mL, 1h (en haut) ; 2 mg/mL, 2 mL, 30 min (au milieu) ; 2 mg/mL, 10 mL,
50 mW (en bas). Les pics situe´s a` 20 et 40 µm sont des arte´facts (voir texte).
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Figure 4.2 E´lectromicrographes du DPB : (i) et (ii) DPB en suspension sans traitement ;
(iii) et (iv) DPB fragmente´ sous condition b (0,5 mg/mL, 10 mL, 1h, 400 mW) ; (v) et (vi)
DPB fragmente´ sous condition d (2 mg/mL, 10 mL, 16h, 50 mW). Les micrographes dans
la colonne a` gauche (grande e´chelle) montrent peu de grosses particules re´siduelles apre`s
le traitement au laser. Cette figure confirme que les microparticules ont e´te´ produites avec
succe`s.
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Figure 4.3 E´lectromicrographes du DPB des autres conditions : (i) DPB en suspension sans
traitement ; (ii) DPB fragmente´ sous condition c (2 mg/mL, 2 mL, 30 min, 400 mW) ; (iii)
DPB fragmente´ sous condition a (0,5 mg/mL, 2 mL, 30 min, 400 mW) ; (iv) DPB fragmente´
sous condition e (2 mg/mL, 2 mL, 20 h, 50 mW). Remarque : les particules sous forme
d’aiguille sont visibles dans (i) et (ii), pointe´es par les fle`ches. Cela pourrait eˆtre la forme
hydrate´e du DPB.
Selon les re´sultats pre´sente´s, les particules microme´triques ont e´te´ obtenues avec succe`s.
La distribution correspond a` l’intervalle ide´al recherche´ (0,5 - 5 µm). Dans la figure 4.1,
on observe deux (ou trois) pics au niveau de 20 et de 40 µm (ou plus). Ces pics sont tre`s
probablement des arte´facts pour deux raisons. Premie`rement, lors de l’analyse par SEM, une
attention particulie`re est apporte´e aux particules de taille 20 ou 40 µm, qui sont cependant
peu pre´sentes dans tous les e´chantillons examine´s. Par exemple, dans la figure 4.1, la courbe de
« fragmente´ 400 mW »du graphique du milieu sugge`re qu’il y a autant de particules > 5 µm
que < 5 µm, mais la figure 4.2 (iii) et (iv), qui correspondent au meˆme e´chantillon, montrent
plutoˆt une distribution microme´trique homoge`ne presque toutes < 5 µm. Deuxie`mement, les
pics de 20 et 40 µm sont e´galement pre´sents pour deux autres me´dicaments fragmente´s au
laser de fac¸on re´currente. Ainsi, il est tre`s probable que cet appareil de LD (de Beckman
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Coulter) utilise´ surestime les grosses particules > 5 µm. Cependant, la tendance est claire :
la taille des particules diminue lors que la puissance ou la dure´e augmentent.
4.3 Test en teneur par bilan de masse
La teneur du DPB de´termine´e par un bilan de masse est pre´sente´e au tableau 4.2. On
constate que le re´sultat est similaire que la teneur du naproxe`ne (∼ 92%) et a` celle de
l’ace´tate de me´gestrol (∼ 93%) obtenue apre`s la micronisation (condition de courte dure´e et
haute puissance) par fragmentation laser femtoseconde (64). Pour la condition ou` le DPB
a e´te´ micronise´ pendant une longue dure´e a` faible puissance du laser (cond. d), la teneur
est plus e´leve´e 3. La de´charge d’e´nergie du faisceau laser a` grande puissance, qui entraˆıne
le re´chauffement local brutal, est suˆrement responsable de la de´gradation du me´dicament 4.
En effet, pour comprendre la diffe´rence entre les deux conditions mentionne´es ci-dessus, on
peut utiliser cette analogie : a` haute puissance, le me´dicament est brise´ par des « micro-
explosions » cre´e´es lors de l’irradiation laser, alors qu’a` faible puissance et pendant une longue
dure´e, le me´dicament est brise´ par « usure », avec moins de dommage sur sa structure.
Tableau 4.2 Teneur du DPB mesure´e par bilan de masse. (Valeur moyenne ± e´cart-type ; n
= 2.)
Conditions de fragmentation Teneur (%)
Micronisation (cond. b : 0,5 mg/mL ; 10 mL ; 400 mW ; 30 min) 93,6 ± 1,7
Micronisation (cond. c : 2 mg/mL ; 2 mL ; 400 mW ; 30 min) 89,5 ± 3,1
Micronisation (cond. d : 2 mg/mL ; 10 mL ; 50 mW ; 16 h) 95,8 ± 1,2
4.4 Proprie´te´s physico-chimiques
Le DPB micronise´ par la fragmentation laser a e´te´ lyophilise´ et analyse´ avec des techniques
de caracte´risation physico-chimiques de la meˆme fac¸on que pour le naproxe`ne.
4.4.1 Analyse par spectrome´trie infrarouge
Les spectrogrammes des conditions (b) et (c) sont presque identiques que celui de la
suspension controˆle, ce qui sugge`re que le proce´de´ laser n’a pas induit de changement au
3. Il faut noter que, comme le bilan de masse est prenant et couˆteux, le nombre d’essai est limite´ (n=2).
Ce nombre est insuffisant pour conduire une analyse statistique.
4. Il est cependant difficile de quantifie´ la chaleur de´gage´e, car le calcul doit tenir compte de plusieurs
parame`tres et de me´canismes, telle que la surface de contact des particules avec le point focal du laser, la
vitesse du mouvement des particules et l’e´vaporation de l’eau, etc.
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niveau de la composition chimique du DPB, contrairement au cas du naproxe`ne nanonise´.
Une augmentation de la bande de O-H libre (pics entre 3600-3500 cm-1) est cependant visible
pour les conditions de dure´e plus longue (conditions d et e). Cela sugge`re qu’une forme
d’hydrate du DPB a e´te´ cre´e´e lors de l’exposition prolonge´e a` l’eau, car les spectrogrammes
des conditions (d) et (e) pre´sente´s dans la figure 4.4 sont tre`s similaires a` celui du DPB
monohydrate (en annexe, cf. figure A.1, p. 92, (80)) 5. Cette formation d’hydrate n’est pas
due au proce´de´ laser et sera confirme´e plus loin (cf. section 4.4.4, p. 74).
Figure 4.4 Analyse par FTIR du DPB : les conditions (d) et (e) pre´sentent une augmentation
vers 3500 cm-1, sugge´rant la formation d’un hydrate. La composition chimique du DPB
micronise´ selon les conditions (b) et (c) est conserve´e. La suspension de controˆle est de 2
mg/mL.
5. Il n’est pas impossible que le DPB soit e´galement oxyde´ comme dans le cas du naproxe`ne, mais les
e´vidences qui appuient l’hypothe`se de l’hydratation, telles que l’existance d’une forme hydrate du DPB, le
faible changement de la pre´sence d’oxyge`ne par EA et la modification de la phase cristalline par XRD, qui
seront pre´sente´es dans les sections suivantes, sont plus convaincantes.
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4.4.2 Analyse e´le´mentaire
Le rapport (O+Cl)/C 6 n’a augmente´ que le´ge`rement par rapport a` la suspension de
controˆle. Ici encore, la formation d’un monohydrate du DPB pourrait contribuer a` cette
augmentation.
Tableau 4.3 Composition chimique du DPB par EA
Conditions de fragmentation C H O+Cl H/C (O+Cl)/C
Poudre originale 64,7 7,3 28,0 0,11 0,43
Suspension controˆle (0,5 mg/mL) 63,0 7,2 29,8 0,11 0,47
Micronisation (cond. b) 63,0 7,1 29,9 0,11 0,47
Suspension controˆle (2 mg/mL) 63,6 7,1 29,4 0,11 0,46
Micronisation (cond. c) 62,5 7,0 30,5 0,11 0,49
Micronisation (cond. d) 62,9 7,2 29,9 0,11 0,47
Micronisation (cond. e) 62,4 7,2 30,3 0,12 0,49
4.4.3 Analyse par calorime´trie
Comme le naproxe`ne, le point de fusion et l’enthalpie de fusion des particules de DPB ont
baisse´ apre`s la fragmentation laser. Cette diminution peut eˆtre attribue´e a` une amorphisation
partielle, a` l’augmentation du ratio surface/volume ou a` la pre´sence d’impurete´s.
Tableau 4.4 Caracte´ristiques thermales du DPB par DSC
Conditions Point de fusion Enthalpie de fusion Enthalpie relative
(◦C) (J/g) (%)
Poudre originale 209,6 ± 0,1 71,6 ± 17,2 100
Suspension controˆle 209,0 ± 0,0 63,6 ± 7,7 89
Micronisation (cond. b) 197,5 ± 0,0 38,6 ± 3,9 54
Micronisation (cond. c) 201,8 ± 0,0 53,1 ± 0,6 74
Micronisation (cond. d) 203,3 ± 0,4 51,7 ± 6,6 72
Micronisation (cond. e) 201,7 ± 0,4 55,5 ± 4,3 77
6. La quantite´ de l’e´le´ment O n’est pas mesure´e directement, mais obtenue par soustraction (100 - % de C
et de H). Comme le DPB contient l’e´le´ment Cl, seulement (O+Cl) peut eˆtre obtenu. Cependant, la pre´sence
de Cl est faible dans l’air et dans l’eau (le milieu expe´rimental), donc le changement dans le ratio (O+Cl)/C
est principalement duˆ a` la pre´sence de l’oxyge`ne.
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4.4.4 Analyse par rayons X
La figure 4.5 montre que de`s que le DPB entre en contact avec l’eau meˆme sans traite-
ment laser, un nouveau pic apparaˆıt a` 8-9◦ (visible sur le diffractogramme de la suspension
controˆle). Les microparticules de DPB micronise´es selon deux conditions (b et c) avec une
dure´e de contact avec l’eau < 1 h ont conserve´ leur phase cristalline. Pour les conditions a`
longues dure´es (16 h et 20 h), ce pic augmente en intensite´, et d’autres modifications dans
le diffractogramme apparaissent (re´gime 10-14◦). Ces modifications sont dues a` l’hydratation
du DPB en pre´sence de l’eau. La figure 4.6 compare la phase cristalline de DPB broye´ me´ca-
niquement (dans une solution aqueuse de poloxamer pendant 72 h) avec celle par laser sous
condition (e). Les pics sont tre`s similaires, ce qui confirme que le changement de phase par
rapport a` la poudre originale n’est pas cause´ par le proce´de´ laser, mais par le contact prolonge´
avec l’eau. Le diffractogramme du DPB brut, anhydrate et monohydrate sont pre´sente´s en
annexe (cf. figure A.2, p. 93, (81)). On remarque que dans le diffractogramme de la forme
monohydrate du DPB, le grand pic a` 8◦ est pre´sent et le grand pic a` 18.5◦ est absent, ce qui
peut expliquer les modifications mentionne´es.
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Figure 4.5 Analyse par XRD du DPB : les conditions (b) et (c) ont converse´ la phase cristalline
du me´dicament. Pour les conditions (d) et (e), le changement du profile refle`te la pre´sence
d’une forme hydrate´e du DPB. La suspension de controˆle est de 2 mg/mL.
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Figure 4.6 Comparaison de la structure cristalline du DPB fragmente´ par laser et broye´
a` billes : la structure du DPB broye´ a` billes (pendant 72 h dans une solution aqueuse de
poloxamer 188) et celle du DPB fragmente´ par laser (pendant 20 h dans l’eau de´sionise´e)
sont similaires. Le changment de phase n’est pas duˆ au proce´de´ laser, mais au contact avec
l’eau qui a vraisemblablement hydrate´ le me´dicament.
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4.5 Conclusion : micronisation par laser femtoseconde
Les microcristaux de naproxe`ne et de DPB ont e´te´ obtenus par la fragmentation laser avec
succe`s. Une grande majorite´ des particules ont une taille situe´e dans les limites de l’intervalle
recherche´ (0,5 -5 µm). De plus, la de´gradation pourrait eˆtre conside´re´e acceptable d’un point
de vue industriel 7 (< 3 %) et est beaucoup plus faible que celle des particules nanonise´es par
laser, observe´s pour le naproxe`ne. Les changements des proprie´te´s physico-chimiques apre`s la
micronisation sont e´galement minimes par rapport a` la nanonisation. La micronisation par
fragmentation laser est une technique prometteuse.
Dans le cas du DPB, une forme hydrate se forme au contact de l’eau. Si cette forme est
non-de´sire´e, il faut minimiser le temps de fragmentation par laser et utiliser une puissance
plus e´leve´e afin d’obtenir la taille de particule vise´e. Un hydrate avait aussi e´te´ trouve´ dans
le cas de paclitaxel (63).
Pour e´valuer la performance in vitro des particules micronise´es, il serait inte´ressant de
tester la distribution ae´rodynamique dans un « cascade impactor » 8, un appareil simulant
l’administration pulmonaire. Une comparaison entre la performance des particules micronise´s
par la fragmentation laser et les microparticules produites par la technique conventionnelle
de broyage par jet d’air (« jet-milling ») serait e´galement inte´ressante. Malheureusement, les
e´quipements ne sont pas disponibles au moment de la re´alisation du projet.
7. Comme la fragmentation laser vise la phase de de´couverte qui est en amont de la chaˆıne de cre´ation et
de fabrication d’un me´dicament, il est important que les proprie´te´s de la substance candidat traite´e au laser
soient conserve´es. Cela assure la reproductibilite´ et permet de pre´dire des comportement du me´dicament lors
des e´tapes subse´quentes telles que les essais cliniques et la production a` grande e´chelle par d’autres techniques
de micro/nanonisation.
8. L’appareil contient des tamis de diffe´rents diame`tres, comme les conduites du poumon (bronche´e, bron-
chiole, alve´ole etc.). L’entre´e du me´dicament se fait par un aspirateur qui simule l’aspiration par la bouche.
78
CHAPITRE 5
DISCUSSION : AVANTAGES ET INCONVENIENTS DE LA
FRAGMENTATION LASER
5.1 Caracte´ristiques recherche´es et comparaison avec des techniques conven-
tionnelles
Une technique ide´ale qui re´duit la taille des particules de me´dicaments peu solubles de-
vrait pre´senter certaines caracte´ristiques e´nume´re´es ci-dessous. Pour chaque caracte´ristique,
une comparaison de la fragmentation laser avec les autres techniques conventionnelles sera
propose´e.
5.1.1 Controˆle de taille
La technique ide´ale permet de controˆler la taille finale des particules de me´dicament,
avec une distribution de taille qui est relativement e´troite, et une e´tendue qui se situe a`
l’inte´rieur de l’intervalle vise´. Toutes les techniques conventionnelles permettent de le re´aliser
avec certaines contraintes. Il a e´te´ montre´ que la fragmentation par laser femtoseconde peut
micro/nanoniser les me´dicaments et que la taille est controˆlable par les parame`tres de fabri-
cation (puissance, dure´e, concentration etc.). La distribution de taille de cette me´thode est
bimodale, comme d’autres techniques de broyage (82), ce qui signifie que les particules finales
ne seront pas comple`tement nanome´triques ou microme´triques quand la dure´e de traitement
n’est pas suffisante. Une filtration (ex. par filtre papier standard de 2 µm) serait ne´cessaire
pour se´parer ces particules de tailles diffe´rentes.
On pourrait aussi investiguer d’autres types de laser. Par exemple, avec un laser nanose-
conde a` 1064 nm, il a e´te´ possible de microniser le naproxe`ne et le fe´nofibrate avec une faible
proportion de nanoparticules (manuscrit en re´daction).
5.1.2 Application universelle
La me´thode de micro/nanonisation ide´ale est inde´pendante du me´dicament et fonctionne
pour la plupart des me´dicaments peu solubles dans l’eau sans modification majeure. Parmi les
techniques conventionnelles, la pre´cipitation ne´cessite de de´terminer le type et la proportion
des solvants ainsi que la tempe´rature optimale, qui varie d’une substance a` une autre. Cette
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technique n’est pas universelle. L’homoge´nisation et le broyage sont des techniques qui s’ap-
pliquent pour des me´dicaments avec des modifications moins importantes, telles que la dure´e
de traitement, le nombre de cycles, les surfactifs utilise´s etc. Pour la fragmentation laser, cinq
me´dicaments avec des structures mole´culaires et des usages diffe´rents ont e´te´ e´tudie´s : ace´tate
de me´gestrol, paclitaxel (cf. section 1.4.3, p. 28), naproxe`ne, DPB et fe´nofibrate (manuscrit
en re´daction). Tous les me´dicaments ont montre´ des tendances similaires a` celles de´crites
dans les chapitres pre´ce´dents. La seule diffe´rence entre ces me´dicaments est que certains (pa-
clitaxel, naproxe`ne et fe´nofibrate) ne´cessitent moins d’e´nergie pour eˆtre nanonise´s (200-300
mW pour la condition de 0,5 mg/mL, 2 mL, 30 min) que d’autres (ace´tate de me´gestrol et
DPB ne´cessitent environ 400 mW pour la meˆme condition). Ainsi, on peut imaginer que la
fragmentation laser est une me´thode relativement universelle 1, en se basant sur les re´sultats
des cinq me´dicaments e´tudie´s.
5.1.3 Conservation de l’inte´grite´ du me´dicament
La technique ide´ale de micro/nanonisation doit e´galement minimiser la transformation
des proprie´te´s physico-chimiques des me´dicaments. Toutes les techniques conventionnelles
pre´sentent plus ou moins de contaminations ou de transformations du me´dicament.
Pour la nanonisation, le broyage humide reste le choix par excellence, car la de´gradation
cre´e´e est ne´gligeable. Seul le contact avec le surfactif et avec les agents de broyage (billes) est
source de contamination. Au contraire, la fragmentation laser ne cre´e pas de source de conta-
mination (car le me´dicament est dans l’eau de´sionise´e), mais les interactions laser-matie`re
induisent des produits de de´gradation, de nature oxydative vraisemblablement, qui sont diffi-
cilement identifiables 2. Ces de´gradations sont relativement importantes pour la nanonisation
et ne sont pas acceptables d’un point de vue pharmaceutique 3.
Pour la micronisation, la de´gradation cre´e´e par la fragmentation laser est minime et plus
1. Les me´dicaments e´tudie´s sont tous des poudres blanches et ont une absorption ne´gligeable a` la longueur
d’onde du laser utilise´. Un me´dicament ayant une forte absorption a` la longueur d’onde utilise´e peut avoir
une forte de´gradation.
2. Nous avons remarque´ que les cinq me´dicaments produisent tous une odeur irritante apre`s la fragmenta-
tion laser. Les e´chantillons originalement blancs deviennent jaunes fonce´s pour des conditions de fragmentation
a` haute de´charge e´nerge´tique. Apre`s la centrifugation, des substances jaunes et noires sont visibles au fond
du flacon. Des analyses par dialyse ont e´te´ effectue´es pour identifier ces substances de de´gradation, mais les
re´sultats ne sont pas concluants.
3. Pendant le de´veloppement et la fabrication d’un me´dicament, des techniques conventionnelles sont
utilise´es pour la production a` grande e´chelle. Un me´dicament produit par la fragmentation laser lors de la
phase de de´couverte doit avoir les meˆmes proprie´te´s physico-chimiques que celles obtenues par les techniques
conventionnelles, afin d’assurer ses effets the´rapeutiques.
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acceptable que la nanonisation. Une le´ge`re amorphisation est possible, mais cette transfor-
mation est presque ine´vitable pour toutes les autres techniques de re´duction de taille par des
forces physiques. La fragmentation laser peut eˆtre une me´thode alternative de micronisation
des me´dicaments peu solubles dans l’eau.
5.1.4 Simplicite´ et couˆts de production
Une me´thode ide´ale de micro/nanonisation est simple a` manipuler et peu consomma-
trice en temps, en e´nergie et en matie`re. Parmi toutes les techniques, l’homoge´nisation et le
broyage humide ne´cessitent du temps et de l’e´nergie (car il faut mobiliser le me´dicament et
son milieu lourd contenant du liquide et/ou des billes). La pre´cipitation consomme des ma-
tie`res (solvants ou gaz) en grande quantite´. Le broyage sec et la fragmentation laser semblent
des techniques plus e´conomiques, qui ne ne´cessitent pas de matie`res supple´mentaires (billes,
solvants etc.) et consomment relativement moins d’e´nergie. Au niveau de la simplicite´, toutes
les autres techniques conventionnelles ne´cessitent de nombreuses manipulations telles que la
pre´paration des matie`res/agents auxiliaires (solvants, billes, gaz etc.), la re´cupe´ration de l’ac-
tif et le nettoyage de l’appareil. La fragmentation laser est la me´thode la plus simple : toute
la pre´paration est une suspension du me´dicament dans l’eau de´sionise´e. Aucune re´cupe´ration
ni nettoyage n’est ne´cessaire, car le me´dicament est directement micro/nanonise´ dans son
contenant.
Pour re´aliser la fragmentation laser, un syste`me laser doit eˆtre installe´. Un laser femto-
seconde avec les composants auxiliaires valent environ de 100 000 a` 500 000 dollars. Pour
une application en industrie ou au laboratoire, le laser peut eˆtre substitue´ par un laser
nanoseconde plus abordable qui couˆte entre 40 000 et 60 000 dollars. La performance de
micro/nanonisation par un laser nanoseconde est le´ge`rement plus faible par rapport au laser
femtoseconde (cf. section 1.4.3, p. 28, pour ace´tate de me´gestrol). Mais les re´sultats 4 sur
le naproxe`ne et le fe´nofibrate ont montre´ que la diffe´rence entre les lasers femtoseconde et
nanoseconde est ne´gligeable lorsqu’il s’agit de la micronisation.
5.1.5 La fragmentation laser est adapte´e pour la de´couverte de me´dicaments
Le plus grand avantage de la fragmentation laser est qu’elle est capable de produire des
nano/microparticules de me´dicaments en faible quantite´. La spe´cificite´ de la phase de de´cou-
verte (cf. section 1.2, p. 12) et comment la fragmentation laser satisfait au besoin de cette
phase ont e´te´ de´veloppe´s pre´ce´demment (cf. section 1.4.3, p. 28).
4. Manuscrits en re´daction.
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5.1.6 Re´sume´ des avantages et des inconve´nients de la fragmentation laser
Pour re´sumer les caracte´ristiques de cette nouvelle me´thode propose´e, nous pouvons com-
ple´ter le tableau de comparaison des techniques de re´duction de taille comme suit :
Tableau 5.1 E´valuation de la fragmentation laser en comparaison des techniques convention-
nelles de micro/nanonisation
82
5.2 Phe´nome`ne physique : re´duction de taille et la purete´ du me´dicament
Une tendance remarquable de la fragmentation laser est que la re´duction de la taille
est toujours accompagne´e d’une plus grande quantite´ d’impurete´s cre´e´es lors des interactions
laser-matie`re. Cette tendance semble inde´pendante des conditions de fragmentation. Le figure
5.1 montre l’impurete´ de´tecte´e par la HPLC en fonction de la taille moyenne de chaque
e´chantillon (fragmente´ ou non), sans conside´rer les conditions applique´es. On remarque qu’il
semble y avoir une relation entre la taille et l’impurete´ 5.
Figure 5.1 Relation entre l’impurete´ et la taille de particule des me´dicaments fragmente´s par
laser femtoseconde
Selon la figure, une zone optimale correspondant a` la plus petite taille avec une impu-
rete´ faible peut eˆtre remarque´e : c’est la partie correspondant a` une taille de 800-1500 nm
tout en ayant un niveau d’impurete´ faible (< 3%). A` gauche de cette zone, la de´gradation
augmente conside´rablement lorsque la taille diminue. On peut en conclure que la meilleure
application que la fragmentation laser peut offrir est effectivement la micronisation, ou` la
taille de particule est minimale avec un niveau d’impurete´ acceptable.
5. Des tentatives ont e´te´ mene´es pour trouver la fonction mathe´matique de la courbe, mais aucun mode`le
standard telle que line´aire ou exponentielle (pour impurete´ en fonction de 1/taille) a eu un coefficient de
corre´lation suffisamment grand (> 0,7) et convaincant.
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CONCLUSION
L’hypothe`se de recherche de ce me´moire e´tait que les micro/nanocristaux du DPB et du
naproxe`ne pourraient eˆtre fabrique´s par la fragmentation laser femtoseconde, et que les trans-
formations physico-chimiques seraient minimes. Apre`s les e´tudes pre´sente´es, la premie`re par-
tie de l’hypothe`se a e´te´ confirme´e : la fragmentation laser femtoseconde peut effectivement re´-
duire la taille des cristaux des deux me´dicaments aux niveaux micro- ou sous-microme´triques.
Cependant, deux types de transformations peuvent avoir lieu : l’amorphisation surfacique des
cristaux (constituant une re´duction de la cristallinite´), et l’oxydation qui peut causer des im-
purete´s. Ces transformations physico-chimiques sont minimes pour la micronisation, mais ne
sont pas ne´gligeables pour la nanonisation.
De plus, les micro/nanoparticules ont e´te´ produites en utilisant seulement quelques mil-
ligrammes d’actif, ce qui est difficilement re´alisable par les autres techniques existantes de
re´duction de taille. Cette particularite´ rend la fragmentation laser une alternative de mi-
cro/nanonisation tre`s bien adapte´e pour la phase de de´couverte de me´dicament, surtout pour
la micronisation.
Voici quelques suggestions d’ame´liorations qui pourraient y eˆtre apporte´es dans le futur :
– De´velopper un syste`me automatise´ de laser a` faisceaux multiples : pre´sentement, les
e´chantillons ont e´te´ traite´s un a` la fois. Pour une application commercialisable de la
phase de de´couverte, il sera pratique de fragmenter plusieurs substances a` la fois. On
pourra imaginer une plateforme avec des dizaines de puits, chacun contenant un me´-
dicament candidat diffe´rent. Sur chaque puit est installe´ des mirroirs qui dirigent un
faisceau laser de fac¸on simultane´e. Des dizaines ou centaines de me´dicaments pourraient
ainsi eˆtre micronise´s rapidement.
– Re´duction de la distribution de taille : l’intervalle de la taille de particules obtenu a`
pre´sent est relativement large, duˆ probablement a` la me´thode d’agitation (magne´tique).
Un syste`me permettant d’agiter la suspension de fac¸on homoge`ne re´duirait la disper-
sion de taille de particules. Un syste`me microfluidique en recirculation pourrait aussi
permettre de mieux controˆler le nombre d’impulsions laser dirige´s sur une particule.
– Augmenter la reproductibilite´ : la variation de la taille moyenne finale obtenue pour
une meˆme condition n’est pas ne´gligeable a` pre´sent. En plus de la me´thode d’agita-
tion mentionne´e, la distance de pe´ne´tration du foyer laser en-dessous de la surface peut
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contribuer e´galement a` la variation. Des mesures pourraient eˆtre de´veloppe´es afin de re´-
duire toute variation pouvant eˆtre induite par ces facteurs externes, comme par exemple
un syste`me de recirculation mentionne´ ci-dessus.
– Au total, cinq me´dicaments ont e´te´ traite´s par deux types de laser. Des e´tudes sur
d’autres me´dicaments et par d’autres types de laser pourraient eˆtre mene´es pour e´largir
le bassin des donne´es et pour approfondir nos connaissances sur la re´duction de taille
des particules de me´dicament par la fragmentation laser.
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ANNEXE : FIGURES SUPPLE´MENTAIRES
Figure A.1 Le spectrogramme FTIR du DPB monohydrate publie´ dans (80).
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Figure A.2 Le diffractogramme XRD du DPB brut, anhydrate et monohydrate publie´ dans
(81).
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